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序論
高等植物には土壌中の硫酸イオン を取り込 み有機性硫黄化合物に固定する硫黄同化系
が存在する｡ - 方､ 人間を含めた晴乳類に は無機性硫費化合物を有機性硫黄化合物に同
化する経路は存在しな い ｡ その ため幡乳類 は生命活動 の維持に必要な硫黄源を植物に依
存し て い る(Figu r el) 【1､ 2]. 自然界の硫費サイ ク ル は ､ 植物 によ る有機性硫費 へ の 固
定と噂乳類 によ る撫機性硫費 へ の 異化と い う 一 方向に の年回転する こ と から ､ 高等植物
の硫賛同化系の重要性が理解できる ｡
高等植物 の硫賛同化糸にお い て ､ 根から植物細胞内に取り込まれた硫酸イオ ン は地上
部 へ と輸送され ､ 薬の 葉緑体内で複数の反応段階を経て硫化物イオ ン へ と還元される ｡
こ の 硫化物イオ ン はセリ ン アセ テ ル転移酵素(s A Ta s e)(E C 芝.3.1.30) に よりセ リ ン と アセ
テルCoAか ら生成したo- ア セチ ル セリ ン(O A S)と結合し､ シス テイ ン合成酵素に よりシ
ス テ イ ン - と変換され る｡ シス テイ ン はさ らにメ チオ ニ ン へ の 変換や タ ン パ ク質､ 含硫
二次代謝産物の 生合成に使用される(Figu r e2)｡
動物は自然環境 の変化を感知し､ 自らを移動する こ とで環境ス トレ ス を回避する こ と
が できる ｡ 一 方 ､ 移動する こ との できな い 高等植物に は低温､ 乾燥な ど種々 の環境ス ト
レ ス に適応する ため の 分子 レ ベ ル で の 応答機構が存在し[3､ 4]､ 自然環境の変化 に適応
して生存して い る と考えられる ｡ 硫黄同化系 にお い て も ､ 吸収された硫酸イオ ン は有機
性含硫化合物に 同化され るとともに ､ 液胞内に貯蔵され､ 細胞内外 の硫黄環境の 変化 に
応答して必要量が シ ス テ イ ン の 生合成に利用される と考えられ る｡ 高等植物の硫黄同化
系 の遺伝子 レ ベ ル で の 解析は急速に進歩して い る が[5-13]､ 環境変化 に村する硫黄同化
系の細胞 レ ベ ル ､ 分子 レ ベ ル で の 制御機構に関する報告は少なく､ 他の 環境応答に比 べ
解析は遅れて い る[3､ 4】｡ 高等植物で は無機栄養が不足する と ､ 不足 した栄養素の吸収
能が向上する こ とが知られ て い る が ､ 最近 ､ 硫安同化系にお い て も硫黄欠乏ス ト レス に
より硫酸イオ ン の 輸送を行う硫酸イオ ン トラ ン ス ポ ー タ ー 遺伝子や硫酸イオ ンの 還元反
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応に関与する ア デ ノ シ ン 5- - ホス ホ硫酸選元酵素遺伝子､ sA Tas e遺伝子の発現畳が増加
す る こ とが明らから土された[14]｡ また ､ 大腸菌にお い てS ATas eに より生成するO A Sは シ
ス テイ ン 合成の 基質であるだけでなく､ 硫黄同化発酵素遺伝子の発現誘導物質としても
機能して い る【15､ 16] ｡ 高等植物にお い て もoASは大腸菌と同様に硫賛同化系酵素遺伝
子の発現餅導物質として機能して い る こ とが報告され て い る【17]｡ 以上 の こ とから高等
植物の硫賛同化系にお い ても遺伝子発現 レ ベ ル で の 制御機構が存在し､ 外部環境 の変化
に応答して硫費同化能力が調節されて い る と考えられる ｡ 本論文で は高等植物の硫賛同
化系の制御機構および硫費環境の変化に対する応答機構の解明と無機硫黄性環境汚艶物
質耐性植物の作出を官的として以下の ような解析を行 っ たo
解1部で は､ 商等植物の 硫賛同化系の制御機構 の解明を目的としてS A Tas eの 酵素学的
性質および細胞内局在性につ い て述べ た ｡ s ATa s eは以下の ような理由から､ 硫賛同化系
の 制御に重要な役割を果たして い る と考えられ る ｡ (1)大腸菌のS A Ta seはシス テイ ン で
フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害を受け､ 硫賛同化系の制御 に関与して い る (Figu r e2)[18]｡ 高等植
物のS A Ta s eに つ い て は ､ ス イ カ やホ ウ レ ン ソ ウSA Ta s eは生理 的膿度(- 1叫M)【19､ 20】
の シス テ イ ン で フ ィ ー ドバ ッ ク阻害を受ける こ とが明らか にな っ て い る【5､ 21､ 22]o
(2)S A Tas eによ っ て生成するOASは硫黄同化系酵素遺伝子群 の発現誘導物質として機能
して い る 【14､ 15]｡ (3)O A Sは植物内で の 生成量が少なく､ こ の ス テ ッ プが律速段階に
な っ て い る可能性があ る【23-25]｡ 以 上 の こ とか ら､ S A Tas eは硫賛同化の重要中間体で
あ るO A Sの 合成を行うだけでなく､ 硫賛同化系における タ ン パ ク質レ ベ ル の 制御と遺伝
子発現 レ ベ ル の 制御 に関与して い る と考えられ る｡ これ はタ ン パ ク 質 レ ベ ル と遺伝子発
現 レ ベ ル の 制御が各々単独の制御機構として機能して い る の で は なく ､ s A Ta seの 酵素活
性を介して両制御が密接 に関与して い る こ とを示唆して い る o
r
分子生物学的研究の モ デル植物であ る シ ロ イ ヌ ナズ ナで は複数の cD N Aク ロ
ー ン が単
離され て い るが (Tablel) [26-3 1】､ シ ス テイ ン によ る フ ィ
ー ドバ ッ ク 阻害に 関する 解析
は少なく､ その 詳細は明らか に な っ て い な い ｡ そ こ で ､ 本研究で は シ ロ イ ヌ ナズ ナ
s A Tas eの シ ス テイ ン による フ ィ - ドバ ッ ク阻害に つ い て詳細な解析を行 っ た ｡ また ､ 各
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オ ル ガネラ で のO AS生合成の制御機構を解明する た め に ､ 高等植物sA Tas eの細胞内局在
性につ い て も検討した｡
Tablel･ SA Ta s e CDNA clon esin higher p且a nts｡
pla nt c･o n e n a m e
L
.
-
n
C
hTb
S
i
t
.:
n
n
e
Refer e n c e
Ar abidops IS S A T- c(ide ntic alto S A T5 2) se n sitiv e This study
S AT-p(identic al to S A Tl) inse n sitiv e This study
S A T- m (identic alto Satl) in s ensitiv e This study
S AT-5(9 8%ide ntic a一toS AT-p) 【28】
S A Tl-6(pa rtials equ e n c e of S AT仰) [29]
S AT-A(partials equ e n c e ofSA T仰) 【30】
Water me[o n SA T2
Spin a ch S AT56
s e nsitiv e [5]
s e n sitiv e [2l, 2 2]
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本論文の第2部で は､ 高等植物が硫黄欠乏環境に適応する た めの シ グナ ル伝達機構に
おけるCa2
'
の 役割につ い て 述 べ た ｡ 低温や乾燥ス ト レス 応答の シ グ ナル伝達系で は､
ca
2十が シ グナ ル伝達物質として重要な役割を果たして い る こ とが明らかにな っ て い るが
[3 2-34ト 硫貴同化系ではca
2＋
な どの シ グナル 因子や転写制御因子 に つ い て の報告はなく､
解析が遅れ て い た｡ しか し､ 敢近､ ダイ ズにお い て フ ィ ー ドバ ッ ク阻害感受型s A Tas eが
ca
2＋依存性プロ テ イ ン キ ナ - ゼ (CD P K)によりリ ン酸化を受けるとシ ス テイ ン に対する
感受性が低下し､ 阻審が解除する こ とが報告された【35】｡ こ の こ と は硫賛同化系の制御
因子とし て細胞内セ カ ン ドメ ッ セ ン ジャ ー であるCa
2＋カ予関与して い る こ とを示唆して い
る ｡ 植物細胞内で の増加したc㌔
＋
の 標的分子として C D P Kやカ ル モ ジ ュ リ ン な どca
2＋結合
部位をも っ て い る タ ン パ ク質が知られて おり､ これ らの タ ン パ ク質は ca
2＋ の 結合 により
その酵素活性が制御され て い る ｡ 本研究で は硫黄同化 の シ グナル 伝達機構 へ の Ca
2十
に つ
い て 解析を行い ､ さ らにCa
2'
の標的分子 に つ い て検討した｡
第3部で はス イ カS A Tas eの シ ス テイ ン に よ る フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害 に関与す る領域 に つ
い て述 べ た ｡ 大腸菌s A Ta s eの 変異酵素を用 い た フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害の解析から ､ フ ィ
ー
ドバ ッ ク 阻害に関与してVl る ア ミノ 酸残基が 一 部同定され て い る [36-38】o しか し､ 大
腸菌のS A Taseにつ い て結晶化が行われて い るが【3 9]立体構造は明らか に な っ て い な い た
め ､ S A Tase酵素分子中の シス テ イ ン の 結合部位や ア ロ ス テリ ッ ク ドメ イ ン の 構造 は解明
され て い な い ｡ 一 方､ 高等植物の S A Ta s eに つ い て はtw o-hybridシス テ ム を用 い た 解析か
ら酵素活性部位や酵素複合体形成 に必要な領域は明らか にな っ て い る が【40ト ア ロ ス テ
リ ッ ク ドメ イ ン に関する解析はなされて い か ､｡ そ こで ､ ス イ カS A Tas eの シス テ イ ン に
ょ る フ ー ドバ ッ ク阻害に関与する領域 の解析を行 っ た o 大腸菌s A Tas e酵素分子上 のC末
端領域の メ チオ ニ ン残基が阻害 に重要であり､ イ ソ ロ イ シ ン に変異させ る こ とで フ ィ
-
ドバ ッ ク 阻害を受け にくくなる こ とが報告され て い る[3 6】 ｡ こ の メ チオ ニ ン残基は高等
植物のS A Tas eで も保存され て い る こ とか ら､ フ ィ
ー ドバ ッ ク 阻害 に重要だと考えられた
ため ､ 高等植物s A Ta seの 保存され て い る メ チオ ニ ン 残基を中心として C末端領域の詳細
な解析を行 っ た｡ さ ら に ､ C末端領域以外 の フ ィ
ー ドバ ッ ク阻害に関与して い る アミ ノ
ー5-
酸領域に つ い て も検討した｡
第4部で はス イ カSATas e高発現植物 の作出と解析に つ い て 述 べ た ｡ 硫費は生物の 重要
な必須非金属性元素である が ､ そ の 一 方で ､ SOxに代表され る硫黄酸化物は大気汚鞄や
酸性雨など環境汚鞄の 原因物質として問題 にな っ て い る ｡ 近年､ 分子生物学の進歩に伴
い
､ 種々 の 環境汚染物質に対して耐性を示す形質転換植物の作出が可能にな っ た ｡ グル
タチ オ ン 還元酵素遺伝子ヤ シス テ イ ン 合成酵素遺伝子を導入した形質転換植物の 解析
[41､ 42]か ら ､ 高等植物の硫黄同化系は無機硫黄性環境汚艶物質の解番および除去糸と
して働く こ とが示唆され て い る ｡ SA Ta seは硫黄同化系の制御を行う重要な酵寮である た
め ､ 本酵素遺伝子を導入した形質転換植物は野生型の植物 に比 べ 植物細胞内 に横棒的に
無機性硫黄化合物を取り込み ､ 有機性含硫化食物 へ と代謝する こ とで無機硫寮性環境汚
染物質に耐性を示すこ とが期待され る ｡ そ こ で ､ 本研究で はス イカS A Ta s eを細胞質また
は葉緑体 で高発現する形質転換タ バ コ を作出し､ 本形質転換植物中における硫賛同化系
代謝産物 の 生合成に関す る解析を行 っ た ｡
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第1 部 シロ イ ヌ ナズナSA Ta s eの フ ィ ー ドバ ック 阻害と細胞内局
在性の 解析
1 . 1 総翰
第1部で は､ 硫賛同化系の制御 に霊薬な役割を果たして い るS A Tas eの 酵素学的性質と
細胞内局在性につ い て解析を行 っ た ｡
高等植物からはFigur e3に示すようにス イ カ[5]､ ホウ レ ン ソ ウ[21]､ シ ロ イ ヌ ナズ ナ
[26-31]か らS A Tas e cDN Aタ ロ - ン が単離されて おり ､ こ れ らのSATaseは商 い 相同性を
示すこ とが明らかにな っ て い る o 高等植物および原核生物のS A Taseの 進化系統樹の解析
から､ シ ロ イ ヌ ナズ ナS A T-cはス イ カ およ びホウ レ ン ソ ウの S A Tas eと同 グル ー プ に分類
された ｡ - 方､ シ ロ イヌ ナズナSA T-p､ S A T- m は原核生物やス イ カお よ びホ ウ レ ン ソ ウ
のS A Ta s eと は異な る グル ー プに分類された(Figur e4)0
大腸菌など原核生物のSATaseはシス テ イ ン で フィ ー ドバ ッ ク 阻害を受け､ 硫賛同化糸
の制御 に関与して い る[18]｡ 高等植物のS A Tas eに つ い て は ､ ス イ カお よ びホ ウ レ ン ソ ウ
s A Taseは大腸菌で発現させた組み換えタ ン パ ク質を用い た解析から､ シス テイ ン で フ ィ ー
ドバ ッ ク 阻害を受ける こ とが明らかにな っ て い る(Tablel) [5､ 21]o ス イカ お よ びホウ
レ ン ソウSATas eのIC 50は大腸菌のIC 50(1. 叫M)【18]と同様に低濃度であり､ それ ぞれ
2. 叫M ､ 7. 叫M であ る ことか ら､ 高等植物 にお い て もs ATaseの フ ィ
ー ドバ ッ ク 阻害は硫
黄同化系の制御 に重要な役割を果た して い る と考えられ る｡ 分子生物学的研究の モ デ ル
植物 である シ ロ イ メ ナズ ナ にお い ては複数のcD N Aク ロ ー ンが単離されて い る が (Table
1)[26-3 1] ､ こ れら シ ロ イメ ナズ ナS A Ta seの シ ス テイ ン に よる フ ィ
ー ドバ ッ ク 阻害は明
らか に な っ て い な い . そ こ で ､ 本研究で は シ ロ イ ヌ ナズ ナS A Taseア イ ソ ザイ ム S A T-c
[26ト S A T-p[27]､ S AT- m[3 1]シ ス テイ ン による フィ
ー ドバ ック阻害につ い て解析を行っ
た ｡ また ､ 本酵素の細胞内局在性を明らか にする こ とは硫黄同化系の制御機構を理解す
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る上 で重要である ため ､ 高等植物sATas eの細胞内局在性に つ い ても解析を行 っ た ｡
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Figu r e3･ Co mparis o n ofa min o a cids equ e n c e sof S A Ta s efrom plants.
An a rro windic ate sthepo sitio n oftheN -te min altran sltPePtide fus ed with G FPfo rthe
tr an siente xpre ssio n a n alysis. D otsindic ategapsin s equ e n c efo rbe stalign m e nt. Bla ck
shading indic ates60 % identical amin o a cidre sidu e･ Gr ay shadingindic ates60 %
simila r amin o a cidr e sidu e. S A Ta s e s equ e n c e s c o mpa r ed ar e:W ate r m elo n, w ate r m elo n
SA T 2[5];Spin a ch, spin a ch S A T56【21, 22];S A T- c, Arabidopsis S A T- c(ide ntic alto
S A T 52[2 6]); S A Tl n, Ar abidopsis S A T- m (ide ntical to Sat-1 【31]); S A T-p,
Ar曲idopsisS A T-p(ide ntic altoS A T l[27]).
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SA耳- ”
SA 苛-”
E. eo8d
'
Sagm o n egBa
SA T- a
Spima c的
W盈骨erm eすom
Figure4. 甘he phyloge mictr e e of S A Ta s e s of highe rp且a nts
a nd ba cte ria. T he phylogenic tr ee w aspr odu ced usl ng
Dr a wtr ee s oftw ar e ofthe Phylip package･ E. coli, E. c olt
S A Ta s e; Salm on ella, Salm on ella S A Tase. Wate rm elo n,
Spin a ch,S A T- c,S A T-pa nd S A T- m are s a m e asFigu re3.
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i . 2 シ ロ イ ヌナズナS ATa s eの フ ィ - ドバ ッ ク阻害の 解明
すで に シ ロ イヌ ナズナにお い て単離されたs A Ta s eアイ ソ ザイ ム の配列をもと にプライ
マ ー を構築し､ P C R法に よりシ ロ イヌ ナズナS A Tas e cD N Aク ロ ー ン S A T-c､ S A T-pの翻訳
領域全長お よ びs A T- m の56番目 の メ チ オ ニ ン から391番目 の イ ソ ロ イ シ ン まで の 領域杏
増幅した ｡ p C R増幅断片を大腸菌高発現 ベ クタ ー pE T 3a[43】に挿入 し､ S A Tase高発現ベ
ク タ ー pAS-c､ PA S-p､ PAS- m と した(Figu r e5)｡ 大腸菌B L 21に導入後､ IP TG によ る誘導
を行 い ､ 租抽出液を得 た ｡ 租抽出液 に つ い てS DS-P AGEとウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に より
解析を行 っ た o その 結果 ､ 発現タ ン パ ク質 は予想される分子量と - 致 し ､ また ､ ス イカ
抗s A Tas e血清 に免疫反応を示した(Figu re6)｡ フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害 の解析は ､ 租 抽出液
に対して硫安沈殿､ sepbade xG -25に よ る脱塩 に より部分精製を行 っ た組み換えs A Ta s eを
使用 した｡
N de]
T 7pro m oter
S AT- c
〃del
PA S-c(5.6 kb)
NcoI
T 7pro m oter
SÅT･p
Nco[
phs-p(5.5 k b)
T7pro m oter
〃col
SAT- m
NcoI
PA S- ”(5,5 k b)
Figu r e5. Constru ctio n ofthe o v e r- e xpr e ssio n ve cto rs,
PS AT -a, pS AT･p a ndpS A甘
- m ･ S A T-c, S A T-p and S A T-
m are ArabidopsisS ATa seis ofor m s･
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(a)
♂ 滅
～ H - ～ _ (kDa)
- 94
- 67
- 4 3
～ SATa s e
- 3 0
叫 喝 - SATase
Figu r e6･ s o s-P A G Ea nd im m u n ob且ot a n alysis ofthe e xtr a cts oぞ
E. colt tr a m sfo r m a mts. (A)S DS-P A G Ea nd Co o m as sie Brillia ntBlu estaining of
the s oluble pr oteinin E. c olitr a n sfor m ants･ 2 0Llg Oftotals oluble pr otein s of(leftto
right)E. coli B L 21(D E3)pLysE, BL 2lc arrying PA S
-
p, B L 2lc ar rying PA S
- m a nd
B L 21c arrying PA S-c, andthe m ole cula r w eightm arker(P har m a cia), w ere sepa r ated in
12 %a cryla血de gel･ Pr otein s w e r e stain ed with blu e dye･ T he po sitio n of
re c o mbin a ntSA Ta s eisindic ated witha n ar
.
r o whead･ (B)We ster nblot a n alysis ofthe
pr otein ofE･ c olitransfo r m a nts again st antl
- W ater m elo nS A Tas e r abbits er a･ 1LLg Of
totals olublepr otein s of E･ c oliw e r e s epa rated in 12 % S D S
-P A G E･
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シ ロ イ ヌ ナズ ナSA Tas eアイ ソ ザイ ム の フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害解析の 結果､ 吉AT-cは シ ス
テイ ン に よりフ ィ ー ドバ ッ ク 阻害を受け､ IC50は1.8LLM で あ っ た(Figur e7). 他 の商等植
物s A Ta s eのIC50と比較する と同程度の感受性である こ とが明らかにな っ た ｡ シ ス テ イ ン
の ア セ テ ル CoAに対する阻害様式は括抗阻害の パ タ ー ン を示 し､ Ki億は7.4pM で あり､
セ .) ン に村す る 阻害様式 は非措抗 阻害 の パ タ ー ン を示 し ､ Ki億 は10.8LLM で あ っ た
(Figu r e8､ Table2)｡
一 方､ S A T-p､ SA T- m は100uMの シス テイ ン でも阻害を受けず､ フ ィ
-
ドバ ッ ク 阻害非感受型であ っ た(Figu r e7). ま た ､ 各s A TaseのK m億 はTable 2に示 して い
る[44〕｡
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Table2. Kin etic c onsta nts ofr e c o mbin a ntAr abidopsisSA Ta seisofo r m s.
Km Inhibitio n(KJ)byL- cystein e
is ofor m
L- s er
'
lne AcetyトCoA Ls erine Ac etyトCoA
SAT-c 2 71
m M PM
O.28 10.8 7.4
(n onc ompetitiv e) (co mpetitive)
SA T-p 1.6 4 0･1 6
S AT- m 1.6 8 0.02
n oinhibitio n
noinhibitio n
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1 . 3 高等植物S ATa s eの 細胞内局在性
本論文 1 . 2 により､ 高等植物にはシ ス テ イ ン に より フィ
ー ドバ ッ ク 阻害を受ける
sATaseアイ ソ ザイ ム(S AT-c)と受けな いS ATaseアイ ソ ザイ ム (S AT-p､ S A T- m)が存在す
る こ とが明らか にな っ た ｡ この こ とか ら高等植物と大腸菌で は制御機構が異なる こ とが
推測される ｡ 高等植物のS A Tas eのN末端 に はオ ル ガ ネ ラ へ の 輸送配列と推定され る 配列
が存在し､ 各ア イ ソ ザイ ム の 細胞内局在性が異なる可能性がある ｡ つ まり､ これ は れ レ
ガネ ラ に よ りシ ス テ イ ン に対す る感受性が異な る分子種が機能して い る こ とを示して お
り､ 各アイ ソザイ ム の 細胞内局在性を明らか にする こと は高等植物の硫賛同化系の制御
を理解す る 上で重要である ｡ そ こ で ､ 各s A Tas eの N末端領域とク ラゲ緑色蛍光タ ン パ ク
質(G F P)との 融合タ ン パ ク 質を植物内で発現させ る こ と により ､ 高等植物 のS A Tas eの 細
胞内局在性を検討した｡
発現 プラス ミ ドの 構築に は植物用 一 過性発現プラス ミ ドpT H 2[45]を使用 したo カリ
フ ラ ワ ー モ ザ イク ウイ ル ス3 5Sプロ モ ー タ ー (CaM V 3 5S)の 下流 にFigu r e3で示 し た推定の
輸送配列を挿入し､ G F Pとの 融合タ ン パ ク質として 発現する よう に構築した(Table3)o
また ､ 細胞質局在性 の ポジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て輸送配列と融合して い ない sG F P
(s 65 T)を､ 葉緑体局在性のポジテ ィ ブ コ ン トロ
ー )I,と して ル ビス コ ス モ - ル サ ブ ユ ニ ッ
ト(Rs s) [46]の輸送配列との融合プ ラス ミ ドRssG F Pを ､ ミ ト コ ン ドリ ア局在性 の ポジテ ィ
ブ コ ン トロ ー ル と して ミ ト コ ン ドリ ア局在性 シス テ イ ン合成酵素-c の輸送配列【47]との
融合プラス ミ ドC S- C- G F Pを使用したcrable4)0
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Table 3･ Constru c鮎n of the tr a n sie nt e xpr e sion ve cto r s tlSed for the
pa rtic且ebo mba rdm ent.
Na m ¢ Co n stru ctio n
SAT･c- GF P
SATサGFP
S AT- m -伝FP
Wate r m elo n- G FP
Spin a ch･GFP
S A T･ c(ト 51 a. a.)＋ G ドP
S AT･p(1 ～ 54a･a .)＋ G FP
SA T･rn(1 ～ 131 a.a.)＋ GFP
W ate)r m由onS ATase(ト 34a.a,)＋ G FP
Spina ch S A Ta s e(ト 87a.a･)＋ G FP
因
,
NJte rmin u s of S ATa s e; ,GFP.
Table4･ 混Ⅹpr e ssio n v e cto r s u s ed fo rpo sitiv e c o ntr olofs ubc ellula r
lo c由iz ation .
Na m e Tra nsitpeptide Lo c aliz atio n Refe r enc e
SG FP(S65T) No peptide(pT H2) cytosoI [45]
RssG FP Rub
･
[s co s maus ubunit c川or optast [46]
cs-c G F P Cystein e syntha se
- c mito cho ndria 【47】
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発現プ ラ ス ミ ドを パ ー テ ィ ク ル ガ ン を用 い て発芽後4週目 の シ ロ イ ヌ ナズ ナの ロ ゼ ッ
ト葉に導入した(Figur e9)0 14時間培養後､ 蛍光顕微鏡を用 い てG FPの蛍光を観察する
こ と に より､ 細胞内局在性を決定した o ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル (Figu r elO A- C)と
s A Ta s e融 合GF Pの 局在性(Figur elO D-班)の 比較から ､ シ ロ イ ヌ ナ ズ ナS AT-c､ SAT-p､
S A T- m は各々 細胞質､ 葉緑体､ ミ ト コ ン ドリ ア局在性で ある こ とが明らか に な っ た ｡ ま
た､ ス イ カ及び ホウ レ ン ソ ウ の S A Tas eは各々細胞質､ 葉緑体局在性であ っ た(Figur e10)
[44]｡
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Figu r e9･ ,Tr ansie nt e xpr e ssio n of SATase N
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fused with G FP. The N -te rmin al peptide s equ e n c e sof
S A Tase are sho w nin Figu re3.
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(A)
(D)
(G)
(8)
(E)
(H)
(C)
(F)
Figu r e10. Subc elhl ar lo c alization of GF P with ftlSion to the N･te rmin al
peptide s eqtl e n C eS Of S A Ta s e s. (A)SG FP(S65T) as the po sitiv e c o ntr ol for
lo c aloz atio nin cyto s ol. (B)Rs sG F Pa sthe po sitiv eco ntr ol for pla stidtargeting.
(C)C S-C -GFP asthe po sitive controlfor mitochondrion ta rgeting. (D)S A TI C I
G F P(E)S AT-p- GF P(F)SA T- m -G FP(G)w ate 皿 elo n-G F P(H)spin a ch-G FP.
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1 . 4 考察
本研究に より ､ 高等植物に は シス テ イ ン に より フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害を受けるS ATas eと
阻害を受けな いS A Tas eの2種類のSA Tas eが存在し､ 各々 の アイ ソザイ ム で 細胞内局在性
が異なる こ とが明らか にな っ た ｡ この 結果は､ 高等植物と原核生物の硫賛同化系にお い
て は異なる制御機構が存在する ことを示唆して い る ｡
本論文 1 . 2 と1 . 3 の 結果を総合する と(Table5)､ 少なくともシロ イ ヌ ナズ ナで は
細胞質局在性の S A Tas e(S A T- c)は フ ィ ー ドバ ッ ク阻害感受型であり､ 葉緑体や ミ トコ ン
ドリ ア な どの オ ル ガネ ラ に局在するS A Tas e(S A T-p､ S A T- m)は フ ィ
ー ドバ ッ ク阻審非感
受型であ る こ とが明らか に な っ た ｡ つ まり ､ 細胞質で の 硫黄同化系はs A Taseの シ ス テ イ
ン によ る フ ィ ー ドバ ッ ク阻害を介して制御され て い る こ とを示して い る ｡ 高等植物 の硫
賛同化系にお い て ､ 硫酸イオ ン か ら硫化物イオ ン ま で の 還元反応は葉緑体で行われ て い
る ｡ ま た ､ メ チ オ ニ ン や グ ル タチ オ ン の 生合成も主 に葉緑体で行われ て い る こ とか ら
【48-50]､ 葉緑体局在性s A Ta s eは硫貴固定の ため の O A S生合成 に重要な役割を果たして い
る と考えられ る｡ 一 方､ 細胞質で はs A Ta s eが シ ス テ イ ン で 阻害を受ける こ と ､ さ らに ､
s A Tas eに より生成するOASが硫黄同化系酵素遺伝子 の発現誘導物質である こ とか ら､ 細
胞質の本酵素は硫黄固定よりも硫黄同化の 制御 に大きな役割を果たして い る と考えられ
る ｡
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Table5. Di触 r c n c es畳n thefe edba ck r egulatio n a nd s ubc elh la r
lo c aliz atio n of S ATa seis ofo r m s.
pla nt lsofo r m
Fe edba ckinhib
'
Ltio n Subc e‖ula r
byしcystein e(lC 50) Io c arIZ at
.
to n
Ar abidopsis SA T-c s en sitiv e(1.8LLM) cyto s oI
SA T-p in s e n sit
.
IV e Chlo r opla sts
sA T- m
'
In S e n Sitiv e mito cho ndria
water m elon S A T 2 se n sitiv e(2.9uM) cyto s oI
spin a ch S A T 56 s e n sitiv e(7･6LLM) chlor opla sts
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第 2部 硫黄同化系のCaZ十を介 した シグナル 伝達機構の 解明
2 . 1 総論
植物は外部環境の変化を細胞膜ある い は細胞内の レ セ プタ ー やセ ン サ - を介 して ､ 細
胞内に伝達して い る ｡ こ の シ グナ ル伝達経路 には ア ブシ ジ ン酸を はじめ と した植物ホ ル
モ ン ､ Ca
2十
､ イノ シ ト ー ル リ ン 駿な どの シ グナル伝達物質が関与し て い る こと が明らか
に な っ て い る [3､ 4】 ｡ 特 に乾燥､ 低温ス ト レス に対する植物細胞内の シ グナル伝達経路
の解析は詳細 に行われて おり､ セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー としてCa2＋が重要な役割を果た
して い る こ とが明らか にな っ て い る [32-34] . また ､ 植物細胞内の Ca
2＋
の 標的分子として
ca
2＋依存性プロ テ イ ン キナ - ゼ (C D P K)が同定され て い る [51]｡ C DP Kは同 一 分子上 に
リ ン 酸化 の活性部位､ リ ン 酸化活性 の制御領域､ c㌔＋結合タ ン パ ク 質であ る カ ル モ ジ ュ
リ ン様 の領域が存在する植物 に特有なプ ロ テ イ ン キナ - ゼ であり[52]､ 標的分子をリ ン
酸化する こ とで シ グナ ル を伝達して い る と考えられ る ｡
硫黄同化 の シ グナ ル伝達経路の解析は乾燥や低温ス ト レ ス に比 べ て遅れ て おり､ その
詳細は明らか にな っ て い なか っ た ｡ 最近 ､ ダイ ズ の フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害感受型s A Tas eは
c D P Kに より リ ン酸化を受ける と シ ス テイ ン に対する感受性が低下 し ､ フ ィ ー ドバ ッ ク
阻害を受けにくくなる こ とが報告された【35]｡ こ の こ とから硫貴同化の シ グナ ル伝達経
路にCa2＋が関与して い る こ とが示唆された｡ しか し､ ca2＋ の 関与を示す直接的な報告は
なく､ そ の 詳細 は明らか にな っ て い な い ｡ そ こ で ､ 本研究で は硫黄同化 の シ グナル伝達
機構 - の Ca
2＋ の 関与 ､ さら に植物細胞内におけるCa2
＋
の 標的分子に つ い て検討した｡
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2 . 2 硫黄欠乏ス トレス に対するCaZ＋応答
細胞内でのCa之＋応答の研究にはFur a-2なと℃a2＋受容蛍光試薬が用い られる こ とが多い が ､
本研究で はca
之＋
受容発光タ ン パ ク質である エ クオリ ンを用 い て解析を行 っ た ｡ エ ク オリ
ン は オワ ン クラ ゲか ら単離された発光タ ン パ ク質であり､ ca2＋と特異的に結合し発光す
る特徴を有して い る ｡ 通常 ､ エ クオリ ン は不活性型の ア ポエ クオリ ン と して存在して お
り､ 発光基質である セ レ ン テ ラ ジンと結合する こ とで活性型となる｡ 活性型 エ ク オリ ン
にCa2
＋
が結合すると高次構造の変化が起 こり､ セ レ ン テ ラ ジン がセ レ ン テ ラ ミ ド へ と酸
化的分解されるo そ の過程で発光が起こ る と考えられて い る【53]. こ の エ ク オリ ン を導
入 した形質転換植物を用 い る英験糸は(1)細胞質の Ca
2＋濃度変化を特異的に測定可能､
(2)前処理 に よ る儀審､ ス ト レス を与えな い ､ (3)組織､ 個体 レ ベ ル で の解析が可能､ と
い う利点がある【54]｡
発芽後4週目の エ クオリ ン 高発現シ ロ イヌ ナズナの ロ ゼ ッ ト葉を2･叫 M の セ レ ン テ ラ ジ
ン を含むG M液体培地上 で14時 間､ 遮光培養した ｡ そ の 後､ 硫費欠乏培地 に交換し､
ca2
ヰ懐 度の 変化 に依存する エ クオリ ンの 発光をA R G U S-50を用い て解析した(Figu r ell)｡
その 結果 ､ 硫費欠乏培地に交換する こ とで
一 過的なca
2＋濃度の 上昇が観察されたo 一 方､
培地交換 の影響を観察するため硫費源を含むG M培地 に交換した場合､
一 過 的なca2傾
度の 上昇は認められなか っ た (Figu re12)｡ こ の 結果から硫貴欠乏ス トレ ス に より植物細
胞内で 一 過 的 にCa
2 傾 度が 上昇がす るo つ まり ､ 硫黄同化の シ グ ナル伝達経路 にCa
2'が
関与して い る ことが明らか にな っ た｡
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2 . 3 硫 酸イオン添加 によるCa之＋応答
硫費欠芝状態の植物 に硫酸イオ ン を添加したときの Ca2'応答 に つ い て も2 . 2 と同様
に エ ク かノ ン商発現 シロ イ ヌ ナズナを用 い て検討した｡ エ クオリ ン高発現シ ロ イヌ ナズ
ナの根を2.5LLM の セ レ ン テ ラジ ンを含む硫黄欠乏培地上で14時間､ 遮光培養する こ とで
硫費欠芝状態にしたo その後､ 様々 な硫酸塩を添加し､ ca之＋濃度の 変化に依存する エ ク
か) ン の発光をル ミ ノ メ - タ - を 馴 ､て解析した(Figu r e13) . また ､ コ ン 一 口 - ル とし
て硫資源を含む培地で処理した根を周い た解析も同様に行 っ た ｡
硫費欠芝状態 の根 に終漉庶1 00mM になる よう に硫酸 マ グネ シウ ム を添加する と､ ユ タ
オリ ン の - 過的な発光が観察されたo - 方 ､ 通常の栄養状態の根で は硫酸マ グネ シウム
添加に よる エ ク か) ンの 発光は観察されなか っ た(Figure14) . 硫酸銅を添加した場合で
も同様の応答が観察されたこ とから､ 硫費欠乏状態の植物が硫酸イオ ン の 僕給 に対して
迅速に応答するための シ グナル伝達機構が存在し､ そ の機構 にCa
2＋が関与して い る こ と
が示唆された｡ しか し､ 硫酸ナトリウム ､ 硫酸カリ ウ ム ､ 硫酸ア ン モ ニ ウ ム添加 で は両
栄養状態の根 にお い てCa
2＋濃度が 一 過的 に増加し､ 応答の 差は観察されなか っ た｡ また ､
硫酸鉄添加で は問栄養状態の根におい て エ クオリ ン の発光は観察されなか っ た(Table6)o
こ の ととから硫酸イオ㌢で はなく金属イオ ン に よりca
2'濃度が増加して い る こ とも考え
られ る ため ､ 今後さら に解析が必要である｡
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2 . 4 CD PKに よ る リ ン酸化を介したS A Ta s eの 制御機構 の解析
ダイズ の フ ィ ー ドバ ッ ク阻害感受型s ATas eはc D PK によりリ ン酸化を受けると シ ス テ
イ ン に対する感受性が低下し､ フ ィ ー ドバ ッ ク阻害を受けにくくな る こ とが報告されて
い る [35]｡ そこ で シ ロ イ ヌ ナズナのS A T-c､ S A T-p､ SA T- m のC DPK によるリ ン酸化 に つ
い て検討した｡ シ ロ イ メ ナズナを含めた高等植物では硫黄同化の シ グナ ル伝達 に関与す
るC D P Kは同定され て い な い た め ､ シ ロ イ ヌ ナズ ナ の 浸透圧ス ト レ ス に関与するCD PK
アイ ソ ザイ ム であるAtC D PK2[51]を用い てin vitroリ ン酸化実験を行 っ た o
AtC D P K 2､ 各s A Taseアイ ソザイ ム とも にグル タチオ ン S一転移酵素(GST)と の 融合 タ ン
パ ク質として発現させた｡.租抽出液 に対し て グ
ル タチ オ ン セ フ ァ ロ ー ス に よる ア ブ イ ニ
テ ィ ー 精 製を行 っ た 後 ､ トロ ン ビ ン を用 い て G S Tを除去 した精製タ ン パ ク 質をin vitl･0リ
ン酸化実験に使用した｡ AtCDPK2に よ るS A Tas eの リ ン酸化実験の結果､ SAT- c､ SA T- m
はAtC D P K 2でリ ン 酸化を受け る が ､ S A T-pはリ ン酸化を受けな い こ とが明らか に な っ た
(Figu r e15)｡ AtC D P K 2は細胞質局在性である こ とから ､ ミ ト コ ン ドリ ア局在性 のS A T
- m
が如 viv oにお い て リ ン酸化されて い る可能性は低 い o 一 方 ､ S A T-cは細胞質局在性であ
る ため植物細胞内でもc D P Kに より リ ン 酸化され て い る 可能性が高 い と考えられ るo ダ
イ ズ の フ ィ ー ドバ ッ ク阻害感受型s A Ta seと同様 にリ ン 酸化 によりs A T- cの シ ス テイ ン に
対する感受性が制御されて い る可能性が考えられた の で ､ リ ン酸化状態のS A T-cに つ い
て フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害の解析を行 っ た ｡ しか し､ S A T-c の l)ン 酸化が低効率であり､ ま
た ､ リ ン 酸化状態のS A T-c酵素分子だけを単離する こ と が困難なため ､ リ ン酸化された
S A T- cの 酵素学的性質の解明に は至 っ て い な い ｡ 今後は硫黄同化 の シ グ ナル 伝達 に関与
するC D P K の単離と解析に より､ リ ン 酸化を介したシグナ ル伝達機構 の解明が期待され
る｡
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2 . 5 Ca
Z十によ るSA Ta s eの 制御
本論文2 . 4 で行 っ た解析 の過程で ､ C D P Kによる リ ン酸化を介した制御以外に ､
S A T- cの フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害がca2十 に よ り直接制御さ れて い る 可能性が考え られた ｡ そ
こ で ､ Ca
2＋
によるs A Tas eの 制御を解明する ため以下 の ように解析を行 っ た o 各sA Ta se ア
イ ソ ザイ ム を マ ル ト ー ス 結合タ ン パ ク 質(MBP)との 融合タ ン パ ク質として発現させ ､
E D TAおよ びE G T A非存在下で ア ミ ロ ー ス レ ジン を用 い て ア ブ イ ニ テ ィ ー 精製を行 っ た o
精製タ ン パ ク質を フ ァ クタ - Ⅹaで処理 し､ M B Pを除去した精製sATas eを用 い てCa2＋ に
よる フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害感受性 の制御 に つ い て 解析を行 っ た ｡ ED T Aはこ 偶 の 金属イオ
ン の キ レ ー ト試薬 ､ E G T Aは ca2＋特 異的 な キ レ ー ト試薬 であ る ｡ 本実験 で 用 い た精製
s A Tas eに は こ れ らの 金属キ レ ー ト試薬を添加して い な い ため ､ Ca2＋によ るS A Ta s eへ の 影
響が解析できる ｡
E G T Aを添加して い な い 精製sA T-cは ､ 本論文1 . 2 で行 っ たs AT-cの フ ィ ー ドバ ッ ク
阻害解析 の結果(Figu r e7)と異なり､ シス テイ ン に よ る フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害を受け にく
くな っ て い た ｡ しか し､ s A Ta s e活性測定時 に叫M のE G T Aを添加する と ､ 本論文 1 . 2
の 結果(Figu r e7)と同様 ､ 低濃度 の シ ス テ イシで フ ィ ー ドバ ッ ク阻害を受ける こ とが明
らか に な っ た(Figu re 16) . こ れ ら の 結果か ら ､ 精製s A T- cに はca
2'が 結合 し て おり ､
E G T Aを添加する こ とでS A T-c酵素分子からca2' が解離し､ シス テイ ン に対す る感受性が
高く なる こと が示唆された｡ ca2＋ に よ りsAT-cの フ ィ ー ド バ ッ ク 阻害が制御 されて い る
こ とを確認するため ､ IpM E G T Aと過剰量の CaC12を添加したときのS A T-cにつ い て フ ィ
ー
ドバ ッ ク 阻害の解析を行 っ た｡ その 結果､ 叫M E G T Aと過剰量の CaC12を添加したときも､
E GTAを添加 してな い 場合と同様に シ ス テ イ ン に よ る フ ィ
ー ドバ ッ ク 阻害を受け にくく
な っ た (Figur e16)｡ 以 上の 結果か ら ､ ca
2＋非結合状態 の S A T- cは低濃度 の シ ス テ イ ン で
フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害を受けるが ､ ca2＋と結合する こ と で シ ス テイ ン に対する感受性が変
化し､ フ ィ ー ドバ ッ ク阻害を受けにくくな る こ とが明らか に な っ た ｡ シ ス テイ ン濃度が
低 い とき(- 1叫M)､ Ca
2＋
非結合状態のS A T-cは阻害状態で存在し､ 酵素活性が抑制され
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て い る o - - 方 ､ ca2十結合状態のS AT-cはシ ス テイ ン に対する感受性が低下し ており ､ こ
の シス テイ ン過度下で は阻審を受けにくく変化して い る ｡ つ まり､ 低漉度の シス テイ ン
存在下 で は ､ 細胞質ca2＋過度の 増加によりシ ス テイ ン に よる阻害が部分的 に解除される
こ と で酵素悟性が上昇する こ とが示唆された｡ ま た､ SA T-p､ SAT- m につ い てもca
2' に
よ る酵素悟性や フ ィ - ドバ ッ ク阻審 へ の 影響 に つ い て解析を行 っ たが ､ SA T-p､ S A T- m
はCa
2＋
による制御を受けて い なか っ た(Figure17､ 18)0
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2 . 6 **
本研究により､ 硫寮欠芝ス ト レス時に細胞質のCa
2＋
漉度が - 過的 に増加する こと が明
らかにな っ た o これ は硫費剛ヒのシグナル伝達経路にCa2十が関与 して い る ことを示して
い る o しか し ､ ca
2＋は硫寮剛ヒ系以外(乾燥､ 低温ス ト レ ス)の シ グナ ル 伝達経路にも関
与して い る こ とから【32-34】､ 硫寮欠乏ス ト レ ス によ るCa
2＋膿魔の増加が硫賛同化の シ グ
ナ ル伝達経路 に特異的に働く必要があ る｡ しか し､ 様々 な環境ス トレ ス に よるCa
ユ＋過度
の増加に対して ､ 各々 を聡徹する機構は明らか にな っ て い な い ｡ 硫黄同化の シ グナル 伝
達経路に関与する Ca
2＋
の特異的懲織機構を以下 の よう に推測す る0 - つ 目 はCa
2＋
の 流入
機構が異なる｡ つ まり ､ 各環境ス ト レ ス に対 して特異的なca
2十チ ャネ ルが存在し ､ 細胞
内全体で は なく局所的にCa
2･過度 の増加がお こ る可能性がある . 二 つ 目 は増加 したca
2
･を各環境ス ト レス 特異的に聡執する機構の存在であるo Ca
2＋
の 特異性は低 い と考えられ
る ため ､ Ca
2＋
の 漉度変化の適い により各環境 ス ト レス を 区別して い る可能性があ るo 今
後は､ こ れ ら様々な環境ス トレ ス に対応したca
2' の 認識機構の解明が期待され るo
次 に ､ Ca2･ の 硫費 剛ヒ系の制御機構に対する役割に つ い て 解析を行 っ た結果､ Ca
2＋ が
細胞質局在性のS AT-cの シ ス テイ ン によ る フ ィ
ー ドバ ッ ク 阻害を制御して い る こ とが示
唆された ｡ 細胞質の Ca
2＋が シグ ナル伝達経路 に関与して い る こ とか ら､ 細胞質局在性の
S AT-cだけがca2＋で制御され て い る こと は極めて興味深 い と思 われ る ｡ しかし､ S A T-c に
ca
2･が 結合 して い る直接的な証拠はな い た め ､ 今後 ､ ca
2'
の 結合部位 の同定を含めた
S A T_cとca
2＋
の 結合メ カ ニ ズム の 解明が必要であるo
本研究の第1部と第2部を総合すると以下 の ような再U御機構の仮説が提唱できる (Figur e
19). 通常 ､ 植物細胞中 の シス テイ ン濃度は
- 10n m ougfresh w eight(
- 10uM)である ため
[19､ 20] ､ 細胞質局在性のS A T-c は シス テイ ン に より阻害を受けて おり､ 酵素活性が抑
制され て い る ｡ つ まり ､ 吉A T-cに よっ て 生成する O AS濃度が低 い た め ､ 硫黄同化系酵素
遺伝子 の発現も定常状態に抑制されて い る ｡
一 方､ 葉緑体局在性の S A T-pは シス テイ ン
で 阻害を受け か ､ため ､ 葉緑体で行われて い る植物細胞の 栄養源として 必要なシ ス テイ
ー3 ト
ン生合成は通常 レベ ル で行われてし1 る . 硫費欠乏ス ト レス により細胞質のCa
2＋膿度が増
加する と ､ S A T-cの シス テイ ン に よる阻害が部分的に解除され て ､ 榔 州勺に静発情性那
上昇する . ある い は､ Ca
2'
の増加により活性化されたc D P Kが細胞質局在性のSAT- cをリ
ン酸化する こ とで ､ SA T-cの シ ス テイ ン によ る阻害を解除し､ 酵素悟性が上興する 耶巨
性もあ る ｡ どちら の 制御機構にお い て もシス テイ ン によ る 阻害が解除され ､ SAT-c活性
が上昇する た め､ 細胞質の O A S生合成が活性化する ｡ 細胞質の OAS の増加により核で の
硫黄同化系酵素遺伝子(硫酸イオ ン トラ ン ス ポ ー タ ー ､ ア デノ シ ン 5
-
- ホス ホ硫酸還元酵
素､ s A Ta s e)の発現誘導がお こり ､ 硫黄同化系が活発化する と考えられ る｡ こ れ は硫費
欠乏時に植物細胞内の シス テイ ン レ ベ ル が低下する前に硫賛同化能を上昇する ため の 徴
調節 メ カ ニ ズム であ る と考えられる ｡
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第3部 SATas eの フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害に関与するアミノ 磯領域の
同定
3 . 1 総翰
本給文1 . 2 により高等植物には フ ィ - ドバ ッ ク阻害感受塑であるス イ カsA Tas e､ ホ
ウ レ ン ソ ウS ATas e､ シ ロ イ ヌ ナ ズナSAT-cと非感受塑である シ ロ イ ヌ ナ ズナS A T-p､ シ
ロ イ ヌ ナズナSAT- m が存在する こ とが明らか にな っ た o 高等植物のSA Taseは予想 ア ミノ
酸配列で約60% の商い 同 仰 L- - 性を示すにもかかわらず､ この よう に フ ィ ー ドバ ッ ク阻審感
受塑と非感受塑の2つ の タ イプ のS A Tas eが存在する (Table7)o つ まり ､ シス テ イ ン に対
する感受性を決定して い る の は酵素分子上 の少数の ア ミノ酸残基の通 い に よ るもの だと
考えられる o
大腸菌のS ATas eはすで に結晶化が行われて おり ､ 構造の 解析が進められて い る [39]o
しか し､ 立体構造は明らか になっ て お らず､ 活性部位ヤ ア ロ ス テリ ック ドメ イン の構造､
シ ス テ イ ン の結合部位は明らか にな っ て い ない o 部位突然変異酵素を伺 い た解析からシ
ス テ イ ン に よる フ ィ ー ドバ ッ ク阻害に関与して い る ア ミ ノ酸が部分的に 同定され て い る
だ けで ア ロ ス テ リ ッ ク ドメ イ ン に関す る報告は少な い [36-38〕｡ 一 方 ､ 高等植物s A Ta se
の 結晶化は行われて お らず､ 大腸菌に比 べ 酵素分子の構造解析は遅れて い る ｡ 最近､ 酵
母 のtw o-hybridシス テ ム を用 い た解析から ､ 酵素活性領域や複合体形成に必要な結合領
域が明らか にされ た(Figure30)[40】o しか し, フ ィ
ー ドバ ッ ク阻害に関与して い る領域
に つ い て の 解析はそ の 重要性 にもかかわらず行われ て い な い ｡
大腸菌 のS A Ta s eに お い て C末端領域にあ る メ チオ ニ ン残基をイ ソ ロ イ シ ン残基 に変異
させ る こ とで ､ 感受性が顕著に低下した変異酵素が得られて い る[36]｡ つ まり､ こ の メ
チ オ ニ ン 残基が フ ィ ー ドバ ッ ク阻害に重要な役割を果たして い る と考えられる ｡ 高等植
物のS A Tas eに お い ても こ の メ チオ ニ ン残基は保存されて おり(Figure20)､ 大腸菌s A Ta s e
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と同様に フ ィ ー ドバ ッ ク阻害に重要な役割を果たして い る可能性が商い ｡ 本研究では ､
保存され て い る メ チオ ニ ン 残基が フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害感受性 の付与 に果たす役割を明ら
かにし､ さら に ､ こ のメ チ オ ニ ン残基以外 の フ ィ ー ドバ ッ ク阻害に関与する ア ミ ノ酸残
基､ ア ミ ノ酸領域の同定を行 っ た ｡
Table7. Ide ntity/(similarity) m atrix ofamin o a cids equ e n c es ofSA 甘a s cfrom
pla nts. Ide ntity a nd si mi larity of amin o acids equ e n c e s ofputativ ely pr o ces sed SA Tas es
(r e m o vingthe N -te min altr a n sit pe ptidefo r o rganelleta rgeting)ar e sho w n. AlSA Tase s ar e
s am e a sFigu r e3.
Ide ntity/(Similarity) SA T- m S AT-p SA T-c W ate r m elo n Spin a ch しCysinhibitio n
S AT- m
SAT-p
S AT-c
W ate r m elo n
Spina ch
81.2%
(87.7%) (7 0.5%) (73.1%) (7 2.7%) in s e n sitiv e
(7 0.7%) (7 2,3%) (7 2.7%) in sen sitiv e
60.5% 6 0.2%
62,7% 61.5% 8 8.1%
60.4% 60.4% 85.4 %
(9 0.8%) (9 0.0%)
(93.1%)
8 9,6%
s e nsitive
s e n sitiv e
se n sitive
E . c ol i
Salmo nel la
Arabidopsis
Ar abidopsis
Ar abidopsis
Spinach
Vate r n elen
SA T- P
SA T- n
SA T- c
● ● ● - p
● ● ● - P
● ● ● 工P
● ● ● 工P
● ● ●CP
● ● ● V p
● ● ● 工P
S
S
QH F N G
QH F NG
CL QTSY -
G土+ QT S H-
GE H TSF -
GE H TS F-
GE H TSF -
★ ★ ★
= N H T F E YGD - G =
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I - - S - E WSD Y = =
I - - S - EWSD Y =
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★ ☆ ★
2 7 3
2 7 3
3 1 4
3 9 1
3 1 2
2 9 4
3 4 7
Figu r e20･ T he Amin o a cids eqtle n C ein the C･te rminalr egl O nin ba cte riala md
●
pla ntS A Ta s e s. An aste risk indic ate sanide ntic alamin o a cidre sidu ebetw e en all
SA Tase s･ Boxedr e sidu e sindic atethe co n ser v ed m ethiomin e r e sidue c o rr e spo nding
to Met256which plays a nimporta nt role in the L- cystein einhibitio nin E. coli
S A Tas e.
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3 ･ 2 部位特異的変異による ス イカSATa s eの Met2 8 0の役割の 解明
大腸蘭s A Tas eに 如 ､てC末端領域にある メ チ オニ ン残基はフ ィ ー ドバ ッ ク阻害に重要
であり､ こ の メ チオ ニ ン 残姦は高等植物sATas eにおい て も保存されて い る(Figu re20)o
こ の こ とか ら高等植物sATas eにお い てもこの メ チ オ ニ ン残塞がフ ィ ー ドバ ッ ク 阻害に重
要な役割を果たして い る と推測されたため ､ ス イ カSA Tase酵素分子中の対応するメ チオ
ニ ン残基(Met2紺)の役割に つ い て解析を行 っ た ｡
大勝簡の フ ィ - ド パ ッ ク非感受塾s A Tas e変異酵素と同様に ､ ス イ カs A Taseの Met280を
イ ソ 甘 イ シ ン残基 に改変した変異s A Tase酵素分子sAT M280Ⅰを構築した(Figur e21)o 大
勝蘭内で商発現きせ た観み換え変異酵素に つ い て部分精製を行い ､ 以 下 の簸験に便周し
たo s A TM280Ⅰの 醇寮学的性質の解析を行 っ たと こ ろ ､ Km億(Tables)お よ び酵素活性は
野生塾の ス イ カs A Taseと同程度であ っ た が ､ シ ス テイ ン によ る フィ ー ドバ ッ ク 阻審を受
けにくくな っ て おり､ IC50が2.9p.M か ら75.7い一 M に変化した(Figur e22) [55]o こ の 結果か
ら､ ス イ カs ATas eの フ ィ - ドパ ッ ク 阻審にお い て もMet280が重要な役割を果たして い る
こ とが明らか にな っ た ｡
Waヒe m elo n
SA T M2 8 0=
8 6 5 8 97
A T TC CTGG A G AGT C C A T u AC C AT ACA TCT T T C
= P G E S H D H T S F
2 75
与
2 8 5
A T TC CTG GAGA G T C C AT GA C C A T ACA TCT T T C
= p G I S = D H T S F
Figure 21. M utatio n ofc o n s e r v ed Met280to llein w ate r melo nSA Tas e･ An
Unde rlin eindic ate sthe AT Gc odo n(c onser v ed Met280 in w ate r m elo nS A Ta se)
a ndthe A T Ac odo n. Bold-fa c e n u cle otide s a nd amin o a cids repre s e nt the point
m utatio ns.
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Table8. K in etic c o n stants of S A Ta s e m uta nt,
S A T M 280‡.
Km(mM)
L Se rin e AcetyトCoA
W ater m elo n 0.5 9 0.13
S A T M 2 8 0I1.0 9 0.0 6
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3 . 3 融合S A Taseを用 いたC末端領域の解析
本論文3 . 2 におい て ､ ス イ カS ATas eのC末端領域のメ チオ ニ ン 残基は大腸菌と同様
に フ ィ - ドバ ッ ク阻審に麓質である こ とが明らかにな っ た o しかし､ こ のメ チオ ニ ン 残
基はs A T-pやS AT- m な どフ ィ - ドバ ッ ク阻審非感受型sATaseで も保存されて い る (Figu r e
20)o こ の ことか らMet280を食むc末端領域が フ ィ - ドバ ッ ク阻害感受性の決定に影響を
与えて い る可能性が考えられるo そ こでMet280以外のC末端領域申で フ ィ - ドバ ッ ク 阻
寮に関与して い る ア ミ ノ酸残遮の同定を行 っ た｡
ス イ カS A Tas eのC発端領域を フ ィ - ドバ ッ ク 阻審非感受塑であるS A T-pに 入れ換えた融
合酵素swA 19､ S WA 17､ SWA13､ SW A IO､ SW A9を構築した(Figur e23) ｡ 各融合酵紫
(s wA19､ SW A 17､ S W A 13､ S W A IO､ S W A9)はス イカSA Ta s eの C末端領域(19､ 17､ 13､
10､ 9ア ミ ノ酸残基)を各々S A T-pの 対応する C栄城領域に入れ換えた酵素である o 大腸
菌内で商発現させた後､ 部分精製した こ れ らの 融合酵素を用 い て ､ フ ィ ー ドバ ッ ク阻害
の解析を行 っ た｡ そ の 結果､ ス イ カS A Ta s eの C未19 ア ミ ノ酸をs A T-pの ア ミ ノ 酸 に 入れ
換えたs w A l別まフ ィ ー ドバ ッ ク 阻害非感受型 に変化した. s w A 17､ SWA 13､ S W A IOは
シ ス テイ ン により フ ィ ー ドバ ッ ク阻害を受けるが ､ 野生型ス イ カsATaseに比 べ て 感受性
が低下 して い た ｡ ス イ カs A Tas eの C未9ア ミ ノ酸をs A T-pの アミ ノ酸 に入れ換えたs w A 9
は野生型ス イカSA Tas eと同程度の感受性を示し､ 変化はみられなかっ た(Figur e24)【55]0
こ れら の 結果から､ ス イ カS A Tas eで はc末19ア ミ ノ 酸残基は フ ィ - ドバ ッ ク 阻害感受性
の付与 に必須であ る こ とが明らかに な っ た｡ sw A9 は野生型の ス イ カS A Ta s eと同程度の
感受性 である こ とか ら､ C末9ア ミ ノ 酸残基は シス テ イ ン に 対する感受性に影響を与えな
い こ とが明らや､にな っ た｡ つ まり ､ ス イ カSATa s eの C末19 アミ ノ酸残基中で も､ c末端
側 の9ア ミ ノ 酸残基を除 い た10ア ミ ノ酸残基が フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害に重要であ る と考え
られ る o また ､ s w A 1 9とsw A 17 のアミ ノ 酸配列を比較する と ､ 27 7番百 の ア ミ ノ 酸残基
の相違 によ りフ ィ ー ドバ ッ ク 阻害感受性 が決定され て い る こ とか ら､ 10 アミ ノ 酸残基中
でも特 に277番目の ア ミ ノ酸残基(Gly277)が重要であ る こと が示唆された｡
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3 . 4 部位特異的変異S A Ta seによるC末端領域の アミノ酸残基の 解析
ス イカS ATaseのC末端領域の10 ア ミ ノ駿(pro276-P he285)に つ い て部位特異的変異
s A Ta s eを月恥､ ､ さ らに詳細な解析を待っ たo この アミ ノ酸領域中 に は フ ィ ー ドバ ッ ク 阻
害感受塑sATas eで 保存され て い る ア ミ ノ酸残基(Gly277､ Glu278､ Se r279､ His282､
p he285)が存在する o こ れ らの ア ミ ノ 酸残基をs A T-pの ア ミノ 酸残基 に入 れ換えた変異
s ATas e､ S AT G277C ､ S ATE278L､ S A TS279T､ SAT H282Q､ SATF285 Yを 構築 し た
(Figur e25)o 大腸菌内で高発現させた後､ 部分精製したこれらの変異酵素を 馴
､て ､ フ ィ
-
ドバ ッ ク阻審の解析を行 っ た ｡
その 結果､ 277番目 の グリ シ ン残基を シ ス テイ ン 残基 に変異したsA TG277Cは シ ス テイ
ン に対す る感受性が鰐潜に低下した(IC50-77軸 M) (Figu r e26A)o 282番 目の ヒ ス チ ジ ン
残遮を グ ル タミ ン 残遮 に変異したs A TH 282Qも感受性が若干低下 した (IC50
=10叫M)
(Figur e26B) o
- 方 ､ グリ シ ン 桟 敷 ヒ ス チ ジ ン 残基以外を変異 したs A TE 278L､
s A T S279T､ S A TF 285Yは野 生塑ス イ カSA Ta s eと同程度の感受性 であり､ 変化 しなか っ た
(Figu r e26C-E)o ま た ､ こ れら変異酵素のK m億 は野生型ス イ カSA
Tas eのKm億と 同程度
であり､ 顕著な変化は認められなか っ たcrable9)o 以上 の 結果から ､ シス テイ
ン によ る
フ ィ ー ドバ ッ ク阻害にはc末端領域の Gly277とHis282が重要である こ とが明らか にな っ
た【55】｡ 本論文3 ･ 3 の 結果も総合する と､ 特 にGly277は フ ィ
ー ドバ ッ ク 阻害感受性 の
付与に重要な役割を果たして い る と考えられ るo
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伽 (m M)
しSerine Ac etyトCoA
W ate rm elo n
SA TG2 77C
SA T E 278L
SA TS279L
SA TH 2 82Q
SA T F285 Y
0.5 9 0.1 3
0.9 7 0.0 6
0.26 0.38
0.4 2 0.1 6
1.1 0 0.10
0.6 3 0.09
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3 . 5 C末端額域以外の フ ィ ー ドバ ッ ク阻害に関与する領域の解析
フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害感受性の付与に対するC末端以外の領域の役割につ い ても検討し
た｡ SA T-pの C末19 ア ミ ノ酸残基を フ ィ ー ドバ ッ ク阻害感受性の付与 に必須 である ス イ
カs A Taseの C末19ア ミノ 酸残基 に入れ換えた融合sATas ePWlを構築した(Figu r e27 A)a
大腸菌内で高発現させたp w lつ い て ､ 部分精製を行 い ､ フ ィ ー ドバ ッ ク 阻審の解析 に伺
い た｡ そ の 結果､ p w lは100pM シス テイ ン でも阻害を受けず､ フ ィ - ドバ ッ ク 阻審感受
性の変化はみ られなか っ た(Figu r e27 B)｡ つ まり､ ス イ カs ATaseのC末端領域だけ で は
フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害感受性の付与 に不十分 であり､ この 領域以外にも阻審に関与する ア
ミノ酸残基 の存在が明らか に な っ た ｡
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C末端領域以外で フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害に関与する ア ミ ノ酸残基､ 領域 の同定の ため ､
ス イ カSATas eとsAT-pをN末端領域､ 活性領域､ ア ロ ス テ リ ッ ク ドメ イ ン の3つ の 領域 に
分割した｡ 活性部位はBogda n o vaらに より明らかにされたs A Tas eの 活性部位が存在する
領域であり､ ア ロ ス テ リ ッ ク ドメ イ ン は本論文で明らか に した フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害感受
性 の 付与 に必須なc末端領域 であ る｡ また ､ こ れら2つ の領域以外をN末端領域と し ､
P W lか ら以下 の ような融合s A Tas eP W 2､ P W 3を構築した(Figur e28)0 PW 2はp wlの 悟
性部位をsAT-p型か らス イ カs ATas e塑 に 入れ換えた融合s A Tas eで ､ P W 3はpwlのN束端
領域をs A T-p型 か らス イ カS A Tas e型 に入れ換えた融合s A Tas eで ある o フ ィ - ドバ ッ ク 阻
害の解析の結果､ p w 2はシス テイ ン によ る 阻害を受けず､ 感受性は変化しなか っ た o ･ -
方､ p w 3はフ ィ ー ドバ ック阻害感受塑に変化し､ IC 50は28.8LIM を示した(Figu r e29)[55] 0
これ らの 結果から ､ フ ィ ー ドバ ッ ク阻害感受性 の 決定にはN末端領域も重要 である こ と
が明らか にな っ た. また ､ N末端領域とc末端領域が同時に存在する こ とが フ ィ - ドバ ッ
ク 阻害感受性の付与 に必要であり､ 活性部位は影響を及ぼして い な い と考えられる ｡
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3 . 6 考察
本研究により､ sA Ta s eの フ ィ ー ドバ ッ ク阻害に関与して い る ア ミ ノ酸残品､ 領域が明
らかにな っ た ｡ フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害感受性の決定にはc末19ア ミ ノ酸と活性部位を除い
たN末端領域が関与し て おり､ 特 に ､ Gly277､ M et280､ H is282が重粟な役割を果た して
い た(Figu r e30)｡ ま た､ フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害感受性を付与する に はN末端領域､ c末端
領域の両方が必要であり､ 単独 の 領域だけで は不十分であ っ た ｡ ス イ カSATas eに お い て
C末端領域の変異はK〝掘 や酵素活性 に顕著な影響を及 ぼさなかっ た こ とか ち､ 活性 に は
関与して い な い と考えられる o 一 方 ､ 大腸菌sA Tas eで はc末端領域の変異は酵素活性 に
も影響を与える こ とか ら ､ 活性 にも関与して い る こ とが報告されて い る[37】o つ まり ､
大腸菌s A Tas eとス イ カS A Ta seにお い て 触媒機構が異なる こ とが示唆された｡
リ ジ ン 生 合成系 の 鍵酵 素 で あり ､ リ ジ ン で フ ィ ー ド バ ッ ク 阻審 を 受 ける
dihydr odipic olin ate synthas eは立体構造や阻害機構の解析が進ん で い る酵素の - つ であり ､
フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害感受性が変化した変異酵素が複数報告されて い る【56､ 57]｡ 結晶解
析 の結果から､ 変異酵素の多くは ア ロ ス テ リ ッ ク ドメ イ ン の ア ミ ノ 酸残基 に変異が導入
され て い る こ とが明らか に な っ て い る[58､ 59]｡ こ れ ら の 変異はリジ ン との 結合または
リジ ン結合後の 立体構造 の変化 に影響を与えて い る ため ､ 阻害剤 に対す る感受性が変化
したと考えられ て い る ｡ s A Tas eの 立 体構造が明らかに な っ て お らず ､ c末端領域､ N 末
端領 域 の フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害感 受性 の 付 与 に 果 た す役割 は 不 明 で あ る が ､
dihydr odipic olin ate synthaseの 変異酵素と同様 に ､ 本研究で構築した フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害非
感受型の 変異s A Taseに つ い て もア ロ ス テ リ ッ ク ドメ イ ン に変異が導入されて い る可能性
が考えられる ｡ 今後は ､ s ATa s eの 結晶解析ヤ フ イ - ドバ ッ ク 阻害感受型s A Taseと非感受
型s A Tas eの立体構造 の比較により､ シス テ イ ン の 結合部位ヤ ア ロ ス テリ ッ ク ドメ イ ン の
構造を含めた フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害機構の解明が期待され る ｡
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第4部 SA Ta s eを 導入 した 形質転換植物の 作出と解析
4 . 1 総論
現在､ 地 球環境で は酸性雨 ､ 大気汚決などの環境汚簸が濃重質課題の - つ で ある o こ
れ ら環境汚染 はs oxに代表され る硫費酸化物によ っ て も引き起 こ され る o 環境汚鞄の解
決策として ､ 植物を利用した環境汚穀物質の 除去すなわち ｢フ ァ イ トリ メ デイ エ イ シ ョ
ン+ が注目され て おり､ 硫賛同化系 の酵素遺伝子を導入 した形質転換植物は無機硫資性
環境汚艶物質の 除去手段として有効である と考えられ て い る ｡ 現在まで に､ 硫寮 剛ヒ系
の最終段階を触媒する シ ス テイ ン 合成酵素を高発現する形質転換植物が作出され ､ 解析
が行われた[42]｡ こ の 形質転換植物 は シス テイ ン やG SH含量が野生塾の植物 に比 べ 増加
し､ さ らに ､ H2SやS O2などの 無機硫資性環境汚洗物質に抵軟性を示す こ とが明らかに な っ
て い る o また ､ グ ル タ チオ ン 還元酵素遺伝子を導入 した形質転換植物に お い て もs o2 に
抵抗性を示すこ とが報告され て い る 【41]0
S A Taseは硫黄同化系の制御と い う面 にお い て は シス テ イ ン 合成酵素よりも重要な役割
を果た して おり､ 本酵素遺伝子を導入した形質転換植物は高 い 有機性含硫化食物の 生産
能と無機硫黄性環境汚染物質 へ の 抵抗性が期待され る｡ 本研究で は ､ 無機硫黄性環境汚
染物質耐性植物 の作出と人為的な硫賛同化系の修飾 ､ 高効率化を目的として ､ ス イ カ
S A Ta s eを導入 した形質転換植物 の作出と解析を行 っ た ｡
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4 . 2 S ATa se高発現タバ コ の仲山と導入遺伝子の 確認
中間 ベ クタ - p‡まTT202[60]ま たはpK AF15[60]の CaM V-35Sプロ モ ー タ ー の 下流 に ス イ
カSATas eの 翻訳領域全長を挿入 し､ 植物用発現 ベ クタ ー TS l､ TS3を構築した(Figu r e31)
a pH TT202を 馴 -たTSlは輸送配列を持たない ため細胞質で ､ pKA H5を 剛 ､たTS3はRss
の 輸送配列と ス イカSA Tas eの散骨タ ンパ ク質として発現する ため葉緑体にお い てス イカ
s ATas 告が商党規するo こ れ ら発現 ベ クタ - を ア グロ バ ク テ l)ウ ム C58Cl(pGV 2260)[61]
を潤 い てリ - フ デ ィ ス ク法E62]に よりタバ コ に導入したo
TSl(cy!o s oり
LB CaM V･35 S Waterm elo nS ATa s e
坤
TS3(ch!o r op書a st)
L B caM V-35 S Rs s･T P Waterm elo mS A Ta s e
棉
R B
R B
Figu r e31･ Co nstr u ctio n of o v er
･ e xpr e ssion v e ctor s,
T Sla nd T S3. Filled andgr aybo x e sindic atethe c odingr egio n
of w ate m elo n S A Tas ea nd tr a n sit peptide of n lbisc os m all
subu nit(Rss-T P), re spe ctiv ely･
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得られた形質転換タバ コ に つ い て ､ PC Ⅳサザン 分析､ ノ - ザ ン 分析､ ウ エ ス タ ン 分析 ､
S ATas e活性の測定により導入遺伝子 の確認を行っ た(Figure32)｡ TSlを導入した形質転
換タ バ コ で は1.3kbの 転写産物と31.5k Daの翻訳産物を､ ま た ､ T S3を導入した形質転換
タバ コ で は1.5kb の転写産物と31.5kDaの翻訳産物を確認した｡ 爾形質転換体にお い て 転
写産物の サイズ が異なる の は ､ T S 3で は転写産物が約200bpの葉緑体輸送配列をも つ た め
と考えられ る｡ 両形質転換タ バ コ の ウ エ ス タ ン 分析 に お い て低分子魔の バ ン ドが検出さ
れたが ､ これ は導入したス イ カS A Ta s eの分解 によ るもの と考えられ る｡ S ATas e措性 の 測
定の結果､ 野生型タ バ コS R lのSATa s e活性 は検出限界以下 であ っ たが ､ 同形紫蘇換体の
S A Tas e活性 に お い て は､ s R lに比 べ 高いS A Ta s e活性を示した｡ 導入遺伝子 の確認を行っ
た形質転換体 の中で ､ 高 い S A Tas e活性を示した系統､ TSl(TS ト5､ TSト6､ TSト7)､ TS3
(TS 3-6､ T S 3-8､ TS 3-11､ T S 3-12､ T S3-13)を以下 の 解析 に用 い た｡
SR I TSl TS3
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4 ･ 3 形質転換タ バ コ 中のO A S､ シス テ イ ン , G S ‖含量の 測定
Al培地に継代数 約4週後の形質転換タバ コ 緑葉中の OAS､ シス テイ ン ､ G S H含慶を測
定したo TSlにお しゝて ､ OAS､ シ ス テイ ン含慶はsRlと比較して増加傾向(約2 - 3倍)杏
示したが､ G S H含慶は変化 しなか っ た(Figur e3 3)0 TS3にお い て ､ O A S含慶はs Rlと比
較 して増加傾向(約1 - 2倍)を示 したが ､ シ ス テ イ ン ､ G S H含盈は変化しなか っ た
(Figu r e33)o
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4 . 4 考察
本研究で は､ 細胞質または葉緑体でSATas eを高発現する形質転換タ バ コ の作出に成功
した｡ 細胞質でSATas eを高発現するTSl､ 葉緑体でSATas eを高発現するTS3の 両形質転
換タ バ コ にお い て ､ 高 いS ATa s e活性を示す こ とが確認された｡ sATas eによ っ て 生成す忍
o A S含量は同形質転換タ バ コ にお い て 増加傾向を示したo しか し ､ 形質転換タ パ ヨ のilま
vitr oで のS A Ta s e活性の増加に比 べ ､ O A S の増加量は少なか っ た ｡ 本研究で は フィ - ドバ ッ
ク 阻害感受塾s A Tas eを用 い て おり､ 植物細胞内で は阻害状態 で存在し て い る可能性が高
い ｡ その ためs ATas e活性が抑制され ､ o A S含量の増加が少な い と考えられる o シ ス テ イ
ン含量はT S lで は若干増加傾向を示した が ､ TS3で は変化しなか っ たo ま た､ G S H禽澄
も両形質転換タバ コ にお い て 変化しなか っ た o TSlだけで シ ス テ イ ン骨盤が増加した理
由とし て 以下 の よう な こ とが考えられる ｡ T S lで は細胞質でSATas eが商発現して い る た
め ､ 細胞質の O A S含量が増加して い る と考えられる ｡ 細胞質の O A Sは硫寮同化系酵素遺
伝子 の発現調節物質として の 機能も有 して い る と考えられ ､ TSl では硫酸イオ ン トラ ン
ス ポ ー タ ー ､ ア デ ノ シ ン 5- - ホ ス ホ 硫酸還元酵素､ s A Ta s e遺伝子 の発現が増加し て い る
可能性があ る｡ その ため ､ 硫酸還元系が同時に高効率化し､ 細胞質の シ ス テ イ ン含慶が
増加したと考えられる ｡ T S lのG S H含量が増加しなか っ た の は ､ G S H合成は主 に葉緑体
で行われ て い る ため と考えられ る ｡ 一 方､ TS 3で は葉緑体でS A Ta s eが高発現 して い る た
め ､ 細胞質の O A S含量は変化して い な い と考えられる ｡ そ の ため ､ 硫黄同化系酵素遺伝
子 の発現の誘導がお こ らず､ 硫酸還元系は通常レ ベ ル で行われて おり､ シス テ イ ン 含量
が増加しなか っ た可能性がある ｡ 本研究の 結果に つ い て は さ らに詳細 に解析する必要が
ある が ､ 導入 したs ATas eが植物内で シ ス テ イ ン によ る阻害を受け､ 酵素活性が抑制され
て い る 可能性が高く､ 今後は ､ フ ィ ー ドバ ッ ク阻害非感受型sA Tas eを細胞質や葉緑体で
高発現する形質転換植物の作出が必要であ る ｡ それ により､ 有機性硫費化合物生合成量
の増加や無機硫黄性環境汚染物質 へ の 耐性､ o A Sの 遺伝子発現調節物質とし て の 機能の
解明が期待される ｡
-52-
総括
本研究で は商劉直物の観衆 剛ヒ系の制御機構の解明と無機硫資性環境汚艶物質耐性植
吻の作出を 馴勺として ､ 硫寮剛ヒ系の制御に対して中心的な役割を果たして い る と考え
られるSATas eに つ い て解析を行 っ た ｡
軌 部に 釦 ､て は ､ SATaseの シ ス テイ ン による フ ィ
- ドバ ッ ク阻害感受性と細胞内局
在性を明らかにしたo シ ス テイ ン による硫寮 剛ヒ系の制御とoASによる硫賛同化系酵寮
遺伝子の発現制御は細胞質局在郎 ATas eを介して密掛 こ関連して おり､ 硫費 剛ヒ系の制
御 の中心を担 っ て い る こ とが明らか にな っ た o
雛 郁で は ､ 硫寮剛ヒの シ グナ ル信連機構に つ い て検討した｡ エ ク オリ ン商発現 シ
ロ
ィ ヌ ナズ ナを 馴 ､た解析から ､ 硫寮欠芝ス ト レス の シ グナル伝達機構にCa
2＋が関与する
こ とが明らか にな っ たo さ らに ､ 植物細胞内でCa
2＋
の 標的 となる分子に つ い て検討した
結果､ 細胞質局在性 のS A T-cがC㌔
･
により制御されて い る こ と が示唆されたo 本研究 に
ょり硫寮剛ヒの制御機構および シ グナル伝達機構の
一 部が明らかにさjtた o 本研究で得
られた知見は硫費 剛ヒの シ グナル伝達機構を解明する上で極めて重要である o
原核生物､ 酵母で はCysB[15]やMet4[63]な ど遺伝子発現制御に関与する遭伝子
の単離､
解析が行われ て お る ｡ ク ラ ミ ドモ ナス にお い てもシ グナル 伝達機構 に関わ
る遺伝子が単
離され ており【64､ 6 5]､ 遺伝子 レベ ル で の制臥 シ グナ ル伝達機構
の解析が進んで い る ｡
高等植物 の解析は ､ これ らの 生物 に比 べ 遅 れ て おり､ 遺伝子発現制御機構およ
びシ グナ
ル伝達機構に関与する遺伝子は単離されて い な い o 今後は これら
の 制御 に関与する遺伝
子の単離と解析が必要である ｡
第3部で は ､ ス イ カSA Ta s嫡 案分子中で フ ィ
- ドバ ッ ク 阻害感受性の付与 に重要な役
割を果たして い る ア ミ ノ 酸残基､ 領域を同定した｡ 高等植物s A Tas eの ア
ロ ス テリ ッ ク ド
メ イ ン の 解析は大腸菌s A Ta s eに比 べ 遅れて い たが ､ その
一 部が解明され たo 本研究 によ
り明らか に され たア ミ ノ酸残基､ 領域が フ ィ
ー ドバ ッ ク阻害感受性の付与 に果たす役割
-53-
は不明であるが ､ ア ロ ス テリ ッ ク ドメ イ ン の構造または シス テ イ ン と の 結合 に関与して
い る可能性がある ｡ 今 後は､ 結晶解析によるS ATas eの立体構造を明らかにする こ とによ
り､ シス テ イ ン によ る フ ィ ー ドバ ッ ク 阻害機構の分子 レ ベ ル で の解明が期待されるo
第4部で は ､ ス イ カsA Tas e遺伝子を導入した形質転換植物の作出と解析を行 っ た o 本
研究で作出した形質転換タ バ コ のin vitroの 酵素活性は野生型タ バ コ に比 べ高か っ た o し
かし､ 本酵素に より生成するO A Sおよ び硫黄同化系の 生産物の増加盈は少なく(卜 3倍)､
代謝物の含有量の顕著な変化は観察されなか っ た . フ ィ - ドバ ッ ク 阻審感受塑s ATas eを
導入 して い る ためin viv oで はシ ス テイ ン により阻害を受け､ 酵素活性が低下 して い る可
能性があ る｡ 今後は､ フ ィ ー ドバ ッ ク阻害非感受塑SA Ta s e遺伝子を導入した形質転換植
物 の作出が必要である｡
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実験の部
1. 使 用 した大腸菌
プラス ミ ドD N A宿主および GE X 4T-1､ MAしc2ベ クタ ー 商発現周宿主
E･ coltNo v aBlu e(endAl, hsdR1 7, s upE4, thiJ, re cA l, gyrA96, r e払1,lacl.[F
-
, praA
＋
B
＋
,
la cLqZ M 15I:TnlOCrc
R
)]†
E Tベ ク タ ー 高発･現用宿主
E･ c olt BL21[F- o mpT hsd S Bgal dc m(D E3)pLysE]
Z. シ ロ イ ヌ ナズナS A Ta s e高発現 ベ ク タ ー の 構築 ､ 大腸菌の 培養
S A T-cの 高発現 ベ ク タ ー の 構築 の た め､ シ ロ イ ヌ ナズ ナcD N Aを鋳型 として食成プ ライ
マ ー SA T-c N deI- F､ S A T- c N deI-R を 用 い たp c Rを行 っ た ｡ そ の 結果 ､ 完全長 の S AT-c
cD N Aの 両端にNdeI切 断部位を付加したp c R増幅断片が得 られた. こ の P C R増幅断片を
pBlu es c riptⅡ K S- の EcoR V部位 に導入 し ､ 塩基配列を確認後､ NdeIで切 断しSA T- c断片と
した[21] ｡ S A T- c断片をpE T3a【43】の¢10プロ モ ー タ ー の 下流 に導入する こ とで ､ 高発現
ベ ク タ ー pA S- cを 構築 した . 本 論文 で 行 っ たp c R反応 に は pfu D N Aポ リ メ ラ ー ゼ
(str atagene)お よびEx TaqD N Aポ リ メ ラ ー ゼ(TaKaRa)を用し1た . また ､ 塩基配列の確認
は以下 の ように行 っ た ｡ シ ー ク エ ン ス 反応に は ､ F 汀Cラ ベ ル したM 13ユ ニ バ ー サ ル プラ
イ マ ー ､ The rm oSequ e n a s eflu o r e s c e ntlabeledprim er cycle s equ e n cingkit with 7-de az かd G T P
(Amersh am)を用い て行 い ､ 自動蛍光式D N Aシ ー ク エ ンサ ー DSQ-2000(Shim adz u)により
解析した｡ S A T-pは翻訳領域全長を､ S A T- m は56番 目の メ チ オ ニ ン か ら391番目の イ ソ ロ
イ シ ン ま で の領域を各々 のcDNA ク ロ ー ンpS A T- 1[27]お よ びps AT- A[31] を鋳型として
P C Rを行 っ た｡ S A T-pの 増幅に は合成プライ マ ー S A T-pNc oI- F､ S A T-pN c oI-Rを ､ SAT- m
の増幅にはsAT- m NcoI-F､ SA T- m Nc oI-R を使用した｡ こ れ ら4つ の 合成プラ イ マ ー の 両
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端にNc o臓 断部位を構築して い る た め､ S A T-pお よびsAT- m のP C R増帽断片の両端 には
Nc o糊 断部位が存在する o 各D N A断片を東腸蘭発現 ベ ク タ - で あるpET3a[43]のゆ10プ
ロ を - タ - の下 流に導入する こ とで ､ 商発現ベ クタ - FAS-p､ PAS- m を構築した【21]o
各商発現 ベ クタ - をT7 RNA ポリ メ ラ - ゼ遺伝子が漆原化した大腸菌BL21(D E3､ pLysE)
に導入し､ loo雌/mlのjhpを含むLB液体培地【10gn トリプト ン ､ 5gm イ
ー ス トエ キ ス ､
log/lNaCl､ pH7･2(NaO H)】に て37℃で終夜噂馨した o 本培番は終夜培餐液を 柑/ Amp液
体培地で 柑8倍 に稀釈して行 慣 たo 3時間本噂餐を行っ た後､ IPT Gを終漉度1m M と なる
よう に添加し､ さら に3時間培餐を行っ た o
SAT-aN deトF
S AT00c N deⅠ-R
SA T-pNc oⅠ
-F
S AT-pNc oI
- R
SAT- m Nc oI-F
SAT- m Nc oI- R
5- - G GA ATT C CA T A TG C CAC C G GCC G GAGA A CT - 3
-
5 - - C G(:T ACCCAT A T G A C A AC CT T T A T A TGA T G T A A･TC
- 3I
5. - Ac e;A TC CATG GCA ACA TGC AT C C ACA C
- 3 -
5 - - AC TC C C CA TGG T G T T A A A T CA C A T A Åで
- 3 I
57 - ACTCC CC ATGG CT GCG TGCA TCG A C A C
- 3 I
5 , - A CGA TCCATGGA C T T T T TCAA A T T A C A
- 3I
下 線は各制限酵素の認織部位を示すo
3. タ ン/てク質 の 抽出､ S A Ta seの 部分精製
菌体を抽出 バ ッ フ ァ ー (200mM K-PipH 8･0､ 10m M 2
- メ ル カ プ ト ユ タ ノ - ル ､ 0･5r nM
ED T A)に懸 濁 し､ 100 W､ 20秒 の 超音波処理 に より菌体
を破砕したo 4℃ ､ 15,000gで15
分間遠心を行 い ､ 上清を租タ ン パ ク質抽出液としたo 部分精製は租タ
ン パ ク抽出液 に つ
い て 20_80 %飽和 の 硫安分画 ､ Sephade xG -25 によ る 脱塩 ､ DE A R
-Sepha r os eFa st Flow
c olu Ⅱm cbr o m atographyを用 い て行 っ たo 活性 フラ ク シ ョ
ン を回収し ､ 限外櫨過装置を用
い て濃縮し酵素溶液とした ｡
ー57-
4. SDS - PA G E､ ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 によ る解析
SDS-PAGE【66]は12 %アク l) ル ア ミ ドゲ ル を用 い て行っ た. 約20LLgの租タ ン パ ク質抽
出液を電気泳動後､ Quick CBB(和光純薬)を用 い て ク マ シ ー プリ リ ア ン トプル
- 鞄也を
行 っ た ｡ 分子量マ ー カ ー と し てL MW Kit(Pha m a cia)を用 い た . タ ン パ ク質の 定盈 は
Bradfo rd法[67]に基 づ い て定量した.
ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト分析は約1rLgの 租 タ ン パ ク質抽出液をs D S- P AG E で分離し ､ ホラ イ
ズ プ ロ ッ ト(A T TO)を用 い てⅠ mm obilo nPメ ン プ レ ン (Milipore) に転写したo 転写周 バ ッ
フ ァ ー と して 1 00mM T ds､ 200m M グリ シ ン ､ 2 0 %メ タ ノ ー ル を用 い た ｡ 免 疫艶色 は､
- 次抗体として400倍希釈したス イ カ精製租換えs A Ta s eに対す る ウサ ギ抗血清を ､ ニ次
抗体として ホ ス フ ァ タ - ゼ標識さ れ たヤギ抗ウサギIgG抗体(Kirkega ard &PerryLab･)を ､
基 質 と し て 5- Br o m o-4- chlo r o-3-indolyl-pho sphate p-toluidin e/ nitroblu etetraヱ01iu m chloride
(G ibc oBRL)を用 い て行 っ た ｡
5. S ATa s e活性の 測定
s A Tas e活性 の方法は ア セチ ル ーCoA のチオ エ ス テ ル結合開裂 に よる吸光度の減少 の変化
を測定す る方法 で行 っ た【68】｡ 50m M Tris-H Cl(pH 8.0)､ 0.1m M ア セ チ ル ーCoA ､ 1m M L
_ セ リ ン ､ 酵素溶液を含む最終体積1 血 の反応標準液中37℃ で酵素反応を行 っ た ｡ 基質で
あるし セ リ ン を加え る こ とで反応を開始しo D 232の 吸光度の減少量を測定した｡ ア セ テ
ル _ CoA の モ ル 吸光係数をe=4500と し､ S A Tas e活性を計算した｡
6. 一 過 性発 現 ベ ク タ ー (植物用) の 構築
Figure3で 示した各s A Tas eの輸送配列と予想され る領域を以下 の ような合成プライ マ
ー
を用 い てP C Rで増幅し､ 5･側 にSalI切 断部位､ 3
-側 にNc oI切断部位を構築した｡ p c R増幅
断片をsalI､ Nc oIで 切断し､ GF P発現 ベ ク タ - pT H 2[45] の CaM V-35Sプロ モ
ー タ - の 下
流 に導入 した｡ 細胞質局在性の ポジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と してpT H 2[sG F P(S 65 T)]を ､
葉緑体局在性の ポジテ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と して シ ロ イ ヌ ナ ズナ ル ビス コ ス モ
- ル サブ ユ
ー5 8-
ニ ッ ト の輸送配糾4 6】をpT H2の CaM V-35Sプロ モ
- タ - の 下流に導入したRssTP- G FPを ､
ミ トコ ン ドリ ア局在性の ポジテ ィ ブ コ ン ト ロ - ルと して ホウ レ ン ソウの シス テイ ン合成
酵素cの 輸送配列[47]をpTⅠ寸2 の CaM V-35Sプロ モ
- タ - の 下流に導入したC S-C-T P-GFP
を伺 い たo
ス イ カSATase-Sail
ス イカSATas e- Nc oI
ホウ レ ン ソ ウSATas かSam
ホウ レ ン ソウS ATase>Nc oI
シ ロ イ ヌ ナズナSA T- c -Sam
シ ロ イ ヌ ナズ ナS AT-c - Nc oI
シ ロ イ ヌ ナズナS A TサSam
シ ロ イ ヌ ナズ ナS A TサNc oI
シ ロ イ ヌ ナズナS AT- m -SalI
シ ロ イ ヌ ナズナSA T- 孤 -Nc oI
5 ' - T AC GC GTC GACA TGC C AGT TG GTGAG - 3
1
5- - TCATGC CA TG G CTG CT TT A A TCTG C CC C- 3
-
5- - T AC G C GTC GACA TG TTG GC G･GT T TC - 3
T
5- - T C A TGC C ATGGC ACCCT T T ATCT G A T C C C- 3
I
5 I - T AC G C GTCGACA TGCCAC CGG C CGG - 3
-
5I - T C A TG C CAT G C CG CCT T G AT C T G T G T CC - 3
I
5I - T AC GCGTCG A CA T G G C A A C A T G CC- 3
1
5- - T C A TGCCA TGG CT T T G A G C AT T T G A T C C
- 3-
5 . - T ACG C G T C GA C A T G T T G C C G GT A C- 3
-
5- - T C A T G C CA T G G C T T C T C G GA T T T T G G C CC - 3
t
下線は各制限酵素の認識部位を示す｡
7. シ ロ イ ヌ ナズナの 葉 へ の 導入 と蛍光顕微鏡 による観察
導入 の ための プラス ミ ドD N Aは塩化セ シ ウ ム 超遠心に よ り精製したo 5mgの 金粒子(直
径 1.Own)に10ugの プ ラ ス ミ ドD N Aを コ
ー テ ィ ン グする こ とで10shots分の サ ン プ ル を調
整した｡ 詳 しい 方法はHelio sGen eGu nの 操作 マ ニ ュ ア ル に従 っ た[44]o
G M寒 天培地【69] (M Ss
.
alt､ B 5vitamin s､ 0･05% M E S1 3% Su c r o s e､ 0･8% Agar､ pH
518
(KO H))に シ ロ イヌ ナ ズナEcotypeColu mbiaの種子を無菌的に播き､ 2
2℃ ､ 200 -3 0 01u x､
16時間/8時間の 明暗サイク ル で4 - 6週間培養したo G M寒天培地 に 生育して
い る状態の
シ ロ イ ヌ ナズナの 葉 に直接100psi のヘ リ ウ ム 圧 で 金粒子を撃ち込ち こ ん だ後､ 先程と同
じ培養条件で20時間培養した o 培養後､ シ ロ イ ヌ ナ ズナ の 葉を切り取り､ 蛍光顕微鏡を
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用 い て G FPの 発現して い る細胞を観察した｡
8. A R G U S- 5 0に よ る植物内のCaZ
＋
濃度変化の測定
発芽後4週目の エ クオリ ン 高発現 シ ロ イ ヌ ナズナの ロ ゼ ッ ト薬を終過度2. 叫M にな るよ
うにセ レ ン テ ラ ジン を添加したGM液体培地で22℃ ､ 暗所 ､ 14時間堵馨した｡ セ レ ン テ
ラ ジ ン 処理 によ る エ クオリ ン の構成後､ 新 しい GM液体培地また は硫紫欠乏液体培地に
交換し､ イ メ - ジ ン グプ ロ セ ッ サ ー A R GUS-50(t m T S U PH O T O NICS)を伺 い て ､
エ ク オリ ン の発光を測定した｡ 解析 に はARG U S-5 0contr olpr ogr a mを便周した(Figu r ell)
G M液体培地
N HヰN O3
E NO3
E H2P O4
CaC12 2 日20
H3B O3
KI
Na,M oO44 H20
CoC126 H20
Na2E D T A
1650 mg/1
1900m g/1
170m g/1
440mg/1
6.2 mg/1
0.83mg/1
0.25m g/I
0.025m g/1
3 7.3 m g/1
MgS O47 H20
MnS O44 H20
ZnS O44 H20
CuS O45 H20
FeS O47 H20
イ ノ シ ト ー ル
M E S
Su crose
370m g/1
22.3 m g/1
8.6 mg/I
0.025mg/1
27.8 mg/1
1 00mg/1
500mg/1
30mg/1
pH 5.7(K O H)
硫黄欠乏液体培地
N H4N O3 1 650m g/1
E N O3 1 900m g/1
E H2P O4
CaCl, 2 H,0
H3B O3
K【
Na2M oO44 H20
CoClっ 6 H,0
170m g/1
440m g/1
6.2 m g/I
0.83m g/1
0.2 5m g/1
0.025m g/I
M
t,
crC12 6 H20
M nClっ 4 HっO
ZnCl2
CuClっ 2 H,0
NaFeE DTA
イノ シ ト ー ル
M E S
Su crose
203m g/1
19.8 mg/1
4.1 mg/1
0.017mg/1
42.1 mg/1
1 00mg/1
500mg/1
30mg/1
pH 5.7(K O H)
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9. ル 三 ノ メ - ♂ - に よ る植物細胞内のCa
之十漉度変化の測定
植物材料として 舟 ワ ン クラ ゲの エ ク オリ ン を導入した形質転換シ ロ イヌ ナズ ナEc otype
La ndsbergを 馴 ､た o 発芽後4週目 の エ ク か) ン商発現 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナの 根 を終過度
2. 印 加ニなる ように セ レ ン テ ラ ジ ン を添加したG M液体培地または硫費欠芝液体培地で
22℃ ､ 晒 軌 14時間噂馨した｡ そ の 際､ シ ロ イ ヌ ナズナ の根を1cm程度 の長さ に切断し
た｡ £ ク 舟リ ン の発光の測定はル ミ ノ メ ー タ - を伺い て以下 の ように行 っ た o まず､ ル
ミノ メ - ♂ - 周卑 見 ペ ッ トに40叫 の硫紫欠芝液体培地お よ び過激の セ レ ン テ ラ ジ ン 処
理 した根を加えたo 次に10叫 の硫酸塩水溶液を添加し､ ぞの 時の ユ タオリ ン の発光を
測愛した(Figu r e13)o
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10. G ST融合プラス ミ ドの 構築 ､ 融合タ ンパ ク質 の 精製
ス イ カSA Tase､ ホウ レ ン ソ ウSA Tas e､ シ ロ イ ヌ ナズナSA T-c､ SA T-p､ SAT- m の 翻訳領
域全長 を以下 の ような合成プライ マ ー を伺 い て 増幅し､ 増 帽断片の5r側と3個川二切断部
位を構築した. ス イ カsATas e､ シ ロ イ ヌ ナズ ナS AT-c､ S A T-p､ S A T- m に つ い て は5
-側 に
Ba mHI切断部位を3-側 にEc oRI切断部位を導入した｡ ホウ レ ン ソ ウS ATaseに つ い て は5,側
にBa mHI切断部位を311,FJjにSalI切断部位を導入したo 各増幅断片を対応する制限醇寮で
切断し､ 大腸菌発現 ベ ク タ ー pG E X-4 T-1(Pha m a cia) のBa lnH I､ Ec oRl切断部位(ス イ カ
S A Ta s e､ S A T-c､ S AT-p､ S A T- m)また はBa mH I､ SalI切断部位(ホウ レ ン ソ ウSATas e)に
挿入した｡ こ れ らの 発現 ベ ク タ ー ほs A Ta s eがG S Tと の 融合 タ ン パ ク質として発現する ｡
得 られ た発現 ベ ク タ ー は大腸菌No v aBlu eに導入 した｡ タ ン パ ク質の発現誘導は本給文実
験の 郡2と同様 に行 っ た ｡
ス イ カS A Tas e-Ba mH IF 5 - - C G C G G A TCCAT G C C A G T T G G T G A G C- 3 I
ス イ カSA Tas e- Eco和R 5I - C C G G A A T TCAA A T T A T G T A ÅT C T G A- 3 ,
ホ ウ レ ン ソ ウS A Tase,Ba mH IF 5I - CGC GGA TCC A T G T T G G C G G T T TCA _ 3 ･
ホ ウ レ ン ソ ウS A Tase_SamR
S A T-c -Ba mHIF
SAT-c -Ec oRIR
S A Tサ Ba mHIF
S A T-p- EcoR R
S A T- m -Bam H IF
S A T- m - Ec oR IR
5T - CGC G TC GACTT A A A T G A T A T A A T C G- 31
5. - C G C GG ATC C A T G C C A C C G G C C G G A G- 3 I
5' - C CG G A A T TCT T T A T A TGA T G T A A TC - 3 I
5- - CG CGGA TC CA TGG C A AC ATG CA TCC - 3 I
5- - C C G G A A T T C A T T TG T G T T A A A T C AC - 3 I
5I - C GC G G A T C C A T G T T G C C G G T C ACA A- 3 I
5f - CCG G A A T T C A A A T T A CA T A A T C C G A- 3 1
下線は各制限酵素の認識部位を示す｡
GSTと融合したs A Tas eの 抽出､ 精製は片桐らの方法[7 0]に従 い ､ グル タ チ オ ン セ フ ァ
ロ ー ス (P ha - acia)を用 い て 行 っ た ｡ 融合タ ン パ ク 質中の G S Tは ト ロ ン ビ ン (Pha 皿 a Cia)
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と4て∴ 12時間反応させる こ とで離合タ ン パ ク質から切断した｡ また ､ シ ロ イヌ ナズナ
c D P Kの発現､ 精製は商発現プラス 茸 ドAtCDP K2(理化学研究所篠崎和夫博士より供与)
を伺 い て同様に行 っ た ｡
l l. In vitroリ ン酸化束験
Il”itr oリ ン酸化寛厳は片桐らの 方法【70]に従 っ て行 っ た 0 25mM Tris- HCl(pH8･0)､
10mM MgCl認､ 0･21m M だaCl急 ､ 0･01mM A TP､ 0･24pCi[y
}之p]A T P､ 0･01鵬 精製cDP K､
1鵬 精製sATaseを 含む敢終体穏20ul の反応棟準液中で酵素反応を行 っ た o 酵素反応は
AT Pを加える こ とで開始し､ 37℃､ 30分間行 っ た o 反応液をsDS-P A G B で分離し､ バ イ
オイメ - ジ ン グア ナライ ザ - B AS-2000Ⅰ(箇士写輿 フ イ)i,ム)を用い て オ
- トラ ジオ グラ
フ イ - を行 っ た｡
1乙 M B P と の融合プラスミ ドの構熊 ､ 融合タ ン パ ク質の精製
シ ロ イ ヌ ナズ ナSA T- c､ SAT-p､ SA T- m の 翻訳領域全長を以下 の ような合成プライ マ
ー
を用 い て 増幅し､ 5傾Tj u coRI切断部位､ 3
一例にBa mH I切断部位を構築したo 増幅断片を
EcoRIとBa mH Iで切断し ､ 大腸菌発現 ベ ク タ ー pM A しc2(Ne w England Biolabs)の Ec oRL
Bam HI切断部位 にMB Pとの 融合タ ン パ ク質として発現する よう に挿入したo
S A T-c - Ec oRI
S A T- c- Bam HI
SAT-p- Ec oRI
S A Tサ Ba mH I
S A T- m - Ec oRI
S A T- m - BamH I
5I - A A G TT AGA A T TCA T G CC A C C G G C CGGA G A A C
- 3 t
5. - C G C T A C GG A T C C A C ÅA CA T T TA A T G A T G T A AT C
- 3 I
5 . - A A G T T A G AA T T C A T G G C AA C A T G C A T CC A
- 3 I
5. - CGCT A C G G A TCC T A A A T C A CA T A A T C A G A
- 3 T
5I - A A G T T A G A AT T C A T G T TGCC G G T C A CA A G T
- 3 I
5I - C G C TA C GA TCC T CA A A T T ACA T A A TCCGA
- 3 1
下線 は切断部位を示す｡
-63-
得られた発現プラ ス ミ ドを大腸菌No v aBlu eに導入して ､ 以降の寛厳に使周 したo 形質
転換大腸菌を100mg/ mi のAmpを含むグル コ ー ス 添加液体培地(10gn トリプトン ､ 5g乃イ -
ス ト エ キス ､ 5gnNaCl､ 2gn グ ル コ
ー ス)に て37℃で 終夜培養した｡ 本培養ほ終夜堵餐
液をグ ル コ ー ス 添加液体培地(100mg/miAmp)で100倍 に希釈して行 っ た ｡ 3時間本培餐
を行 っ た後､ IP T Gを終濃度o.3m M となる ように添加し､ さら に3時間噂馨を行 っ た ｡ 融
合タ ン パ ク質の抽出､ 精製は以下 の ような バ ッ フ ァ ー を伺 い た ｡
抽出 バ ッ フ ァ ー (2 0m M Tris- H CIpH 8.0､ 200m M NaCl､ 1m M ED T A､ 1m M DTr)
カ ラム バ ッ フ ァ ー (20m M Tris- H CIpH 8.0､ 2 00m M NaCl､ 1m M DT r)
溶出 バ ッ フ ァ ー (20m M Tris- H CIpH 8.0､ 200m M NaCl､ 1mM D T ､ 10m M マ ル ト - ス)
大腸菌を5 mi の抽出 バ ッ フ ァ ー に 懸濁 し､ 100 W､ 20秒 の 超晋彼処埋 に より菌体を破砕
した｡ 4℃ ､ 15,00gで 15分間遠心を行 い ､ 上清を租タ ン パ ク質抽出液とした｡ 租 タ ン パ
ク抽出液を抽出 バ ッ フ ァ ー で 平衡化した ア ミ ロ ー ス レ ジ ン カ ラ ム (Ne wEngla ndBiolabs)
に ア プ ライ し､ 融合タ ン パ ク質をア ミ ロ ー ス レ ジン に吸着させた｡ 抽出 バ ッ フ ァ ー によ
る 洗軌 カ ラム バ ッ フ ァ ー に よ る バ ッ フ ァ ー 交換 野D T Aの 除去 の た め)を行 っ た o 目的
タ ン パ ク 質 の 溶出は2miの 溶 出 バ ッ フ ァ ー を 用 い た ｡ 詳 し い プ ロ ト コ ー ル はprotein
Fusio n& P mifc atio nSystem (Ne w England Biolabs)に 従 っ た [71]｡ 融合 タ ン パ ク質中 の
M B Pを フ ァ ク タ - Xa(TaKaRa)と4℃ ､ 12時間反応させ る こ と で融合タ ン パ ク 質か ら切断
した｡
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13. 融合プラ ス 蕊 ドの構策
離合プラ ス 亙 ドの構轟はpc Rを伺 い て行 っ たo 辞しい 方法は井沢らの方法【72】に従っ
たo こ こ で は - - 例と して ､ S WA19 の構築方法を示す｡ s w A19はス イカS ATas eのN末端領
域(ト275a.a.)とSAT-pのC末端領域(296-314a.a.)か ら構成される ス イ カS A Tas eとs A T･pと
の 融合SATaseで ある ｡ まず､ ス イ カS ATaseの N末端領域の 増幅は鋳型と して ス イ カ
sATas eを ､ 合成プライ マ - と して ス イカSATas e- N deIFとAWlを便周して行 っ た｡ また ､
S A T-pのC発端領域の 柳馴こは鋳型としてSAT-pを ､ 合成プライ マ
- としてS ATサ NdelR
とwAlを便周したo 次 に ､ 之橡鞠の増幅断片､ ス イカs A Tas e- N deIF､ SATサNdeIRの 合計
4種療の D N Aを剛 ､て ､ 再度問 -
一 サ 且 - プ内で P CRを行 い ､ 両端にNdeI切断部位を付加
した融合遺伝子を構築したo 丑馴馴断片をpBlu e script江K S- のEc oRV部位 に導入 し､ 塩基配
列を確静観､ NdeI で切断し ､ pET3a[43】の¢10プロ モ
- 夕 - の 下流 に導入したo 使用した
大腸菌､ タ ン パ ク質の発現誘導は本駄文窺験の部2と同様に行 っ た o
ス イ カS A Tas e-N deIF
SA T十p-NdeIR
5I - ACT C CAT A T GCC A G T T GGT G A G C T- 3
I
5- - CGCT AC CCA T A TGTGT A A A TCACA T A T
- 3 I
下線はN deI切断部位を示す｡
A w l
W A l
5. - G T C A G A CA AGG A ÅT A T CCT C- 3
-
5- - GA GGA T A T T CC T TGT C TGA C- 3
-
下線 はs A T-p､ 二重下線はス イ カS A Ta s eの塩基配列を示すo
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1 4. 部位特異的変異の導入
部位特異的変異およびⅣdeI切断部位を付加した合成プライ マ - を潤 い ､ ス イカSATas e
を鋳型と し てPC Rを行 い ､ 変異ス イ カs A Tas eを構築したo 次 に ､ pBlu es e riptⅠⅠK S- の
Ec oRV部位 に導入し ､ 塩基配列を確認後､ pE T 3a[43]の¢10プロ モ - タ - の 下揺に導入し
たo s A T M 280Ⅰは木村 らにより作製されたプラ ス ミ ド[21〕を用 い たo 便周した大腸蘭､
タ ン パ ク質の発現誘導は本論文実験 の部2と同様に行 っ た ｡ p c Rに催周した合成プ ライ
マ ー の 組み 合わせ ､ 合成プライ マ ー の 配列を以下 に示した｡
合成プ ライ マ ー の 組み合わせ
S AT G27 7 C の構築 - ス イ カs A Ta s e- NdeIF､ S G C- N deIR
S A T E 278 L の構築 - ス イ カs A Ta s e- NdeIF､ S EしNdeIR
SA T S279Tの 構築 - ス イ カs A Ta s e- NdeIF､ SS T-N deIR
S A T H 282Qの 構築 - ス イ カs A Ta s e-NdeIF､ SHQ-NdeIR
s A TF285Yの 構築 - ス イ カs A Ta s e- N deIF､ SF YrN deIR
合成プ ライ マ ー の 配列
ス イカS A Tase-NdeIF 5･ - A C T C C C A T lu m C CAG T Tu TGA G C T- 3 ･
SG C-NdeIR 5I - 些 堅甲CAAATTATGTAAT C T GAC CA T TCGGA TA TG AA AGA T G T AT 芯 TCCATα過 ごT C&GiCA AJGX3AATA T C TC- 3
I
SE し他 m 5' - CA T A m T C A A A T T A T G T AAT CTG A CA T TC G GA TA T G AA A G A TGT GGT CA TGG AC弘G T C C A GGA A T ATC - 3 I
Ss r- 池 沢 5- 一 望些些望TCA AATTATGTA A TCT G A C C A T TC G GA T A TGAA 2hn TGTAEY3 GTC CA T 些 T CTCCA m A A T- 3 I
S HQ-Nde択 5' 一 望 些些汀C A A A T T A T G T A A T C T G A CCA T TCGGA TA T GAA A GATGT 些 でC CA TGXA C- 3I
SF Y-NdeI R 5I - C A T A T G TCA A A T T A T G T A A T C TG CCA TCG A TA TATA AGA T G T A T G- 3 -
下線はN deI切 断部位､ 二重下線は変異を導入した塩基を示す｡
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1 5. 融合S A Ta s e､ 変異SA Ta s eの部分精製
使潤した抽出バ ッ フ ァ - ､ 租タ ン パ ク抽出液の調整法は本静文寛験 の郡3と同様に行っ
たo 租タ ン パ 夕抽出液に つ い て20-80 %飽和の硫安分蘭､ sephade xG-25(PD-10カラ ム ､
p ha m n aeia)による脱塩を行い ､ 部分精製酵寮としたo フ ィ
ー ドバ ッ ク阻審の解析 は部分
精製酵素を伺 い て行 っ たo
1 6. 形質転換植物の作出に用 い た植物､ 発現ベ ク タ ー ､ ア グ ロパ タ テリウA
植物 : 夕 パ ヨ (Nl
'
e otia n aぬba c u m c v. PetitHa v a n aS Rl)
中間 ベ クタ - :相同観み換え塑プラス ミ ドpHTT20 2[60】
相同観み換え塑プラ ス ミ ドpK A H5[60〕(葉緑体へ の 輸送配列を持つ o )
ア グロ パ タテリ ウ ム :Agroba cte riu mtu m efa cie n c eC58Cl(pGV2260)【61】
17. 植物用発現 ベ ク タ ー の 構築とアグロ バ ク テ リ ウ ム へ の 導入
プライ マ - と してSATP-1とsAT P-2を ､ 鋳型と して ス イ カS A Ta s e cD N Aク ロ
‾ ンpSAT 2
【5】を伺 い てPCRを行 い ､ ス イ カSÅTas eの 翻訳領域 の両端 にBa mHI切断部位を構築したo
増幅断片をBa mHIで切断し､ pⅠi T202また はpK 姐5 のBa mH I切断部位に挿入したo 得ら
れ た発現 ベ ク タ ー をAgr oba cte riu miu m efa cie nc eC 58 C l(pGV 2260)に エ レ ク トロ ポ
- レ ー
シ ョ ン 法【73】により導入した｡
S A T P_1 5I - T T AG GA TCC AGT TGGTGAG CT T- 3
I
S A TP-2 5, - T T A GG A T C C A C T A G A ACA C T C G
- 3I
下線 は加 mH I切断部位を示す｡
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18. タバ コ へ の 形質転換
タ バ コ へ の 遺伝子 の導入はリ ー フ デ ィ ス ク法[62] に より行 っ た o AIO液体培地申でタ
バ コ の乗切片と ア グロ バ ク テ リウ ム を共存培養する こ とにより､ 形質転換を行恐 たo 再
生体はA l寒天培地に て継代培養した｡ カ ル ス 誘導､ シ ュ - 卜誘導､ 形質転換体約再生､
再生体の培養には以下 の ような培地を用 い た｡
Al｡液体培地(感鞄用培地)
B 5salts､ B 5vitamin s､ 3 % Su c r o s e､ 0･025 % N H4N O3､ 0･075 % CaC12 ､ 0･05 % MES､ pH5･7
(KOH)
A‖ 寒天培地(カ ル ス 誘導用培地)
B 5s alts､ B 5vitamin s､ 2 % G lu c o s e､ 0･025% NH.NOい 0･004% A de nin e､ 0･05 %MES､
100mg/h 山払 2･Omg/ mi 6-be nzy1amin opmine､ 0･1mg/ mi indole-3- a c etic acid､ pH 5.7(K O H)､
0.8 % Agar
A1 2寒天培地(シ ュ ー ト誘導用培地)
B 5s alts ､ B 5vitamin s､ 2% Glu c os e､ 0･025% N H.N OB ､ 0･004 % A de nin e､ 0･05% ME S､
100mg/d Km ､ 2･Omg/ mi6-b･en zylamin opurin e､ pH 5.7(KO H)､ 0,8 % A宕ar
A13寒天培地(形質転換体再生用培地)
1/2 M Ssalts､ MS vitamin s､ 3 % Su cr o s e､ 0･05 % M E S､ pH5.7(K O H)､ 0.7 % Aga r
Al寒天培地(継代培養用培地)
1/2MSsalts､ 1% Su c r o s e､ pH5.7(KO H)､ 0.8 %Agar
19. サ ザ ンプ ロ ッ ト分析
Al寒天培地で培養した形質転換タ バ コ の 葉 か らDeuapo rtaらの 方法[74】 に従 い ゲ ノ ム
D NAを抽出した｡ T S l及びTS 3 の構築 に用 い た合成プ ライ マ ー S A T P-1､ S ATP-2と ゲ ノ ム
D N Aを鋳型と し て ､ P C Rを行 っ た ｡ p c R増幅断片をo.8 %ア ガ ロ - ス に よ る 分離し ､
Hybo nd- N＋(Am er sham)に0.4M NaO Hを用 い て ブ ロ ッ テ ィ ン グし た｡ ハ イ プリ ダイ ゼ -
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シ ョ ン はス イ カS A Tas e cD NAグ ロ
- ンpS A T2[5]の イ ン サ
ー トをプ ロ - ブと して ､ 65℃ ､
3時間街 ･s'たo 0.はSS PE､ 0.1 % S DS､ 65℃ ､ 15分間で聴終沈静を行っ た後､ バ イオイメ
-
ジ ン グア ナラ イザ - BA S-2000ⅠⅠ(箇士写寛 フイ ル ム)を 剛 ､て オ - トラ ジオグラフ イ - を
行 っ た o
z o. ノ - ザ ン プロ ツ 卜鎗析
A一案東塔地で培馨した形質転換タ バ コ の寒から フ ェ ノ
- ル/S DS法【75]により金RN Aを
抽出し た ｡ 5鵬 の 金 R NA をl･2%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド/ アガ ロ
- ス ゲ ル 電気泳動後､
Hybo nd- N＋(Am e rsha m)に トラ ン ス プロ ッ ト したo ハ イ プリ ダイゼ
- シ ョ ン はpSA T2[5]
の イ ンサ - トをプロ - プと して 馴 ゝ､ 磯終洗削まo.1xS S P E､ 0.1 % S DS､ 65℃､ 15分で行 っ
たQ オ - トラ ジオ グラ フ イ
- はバ イオイ メ - ジ ン グア ナ ライザ ー B A S-2000ⅠⅠ(富士 写寅
フ イ ル ム)を問 い て行 っ た ｡
2 1. ウ エ ス タ ンプ ロ ッ ト分析
A
l寒天培地 で噂餐した形質転換タ バ コ の 葉より抽出
バ ッ フ ァ ー [200mM K-Pi(pH 8･0)､
o.5m M m T A､ 10m M 2- メ ル カ プ ト エ タノ
ー ル】を用い て タ ン パ ク質 の 抽出を行 っ たo
S DS_P A G臥 ウ ェ ス タ ン プロ ッ ト分析は約20pgの タ ン パ ク質を用 い て ､ 本論文実験の部
4と同様の方法で行 っ た ｡
z2. OAS含量 の 測定
新しい Al寒天培地に継代後､ 約4週間培養した形質転換タ
バ コ の葉に50℃の80 %エ タ
ノ ー ル(10m柏 fr e sh w eight)を加え､ ア ミ ノ酸を抽出した｡ 抽出液に対し
て ､ 4℃ ､ 3 500g､
10分間遠心を行 い ､ 上清を アミ ノ酸画分とした. 沈殿にはさらに50℃の80%
エ タノ ー ル
(1mugfre sh w eight)を加え､ 再抽出を行 っ たo 遠心後 ､ 上浦と先程
の抽出液を合わせ て ､
アミ ノ酸抽出液とした｡ 50叫 の アミ ノ酸抽出液を別の チ ュ
ー ブに移し､ 遠心 エ バ ボ レ -
タ - を用 い て乾回させ た｡ ア ミ ノ 酸をo･o lN H Clに再溶解し､ H P L C分析用の サ
ン プル 液
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とした｡
O AS の分析には日立の ア ミ ノ酸分析シス テ ム(オ ル トフ タ ル ア)I, ヂピ ド法)を周 い ､ 以
下 の溶離液､ 反応液で行っ た ｡
溶離液A[0.02 4 Mク エ ン 酸リ チウ ム ､ 0.035M 塩化リ チウ ム ､ 0.113M クエ ン醸､ 2.8% エ
タノ ー ル ､ pH2.77(ク エ ン酸)]
溶離液B(0.2 M水酸化リチウ ム ､ 4% エ タ ノ ー ル)
反応液[o.4M ホウ酸､ o.4M 水酸化 カリウ ム ､ 0.03 M 2- メ ル カ プ ト エ タノ - ル ､ 0.012 M
オ ル トフ タ ル ア ル デヒ ド(1.6g オ ル ト フ タ ル ア ル デ ヒ ドを10ml エ タ ノ - ル に溶解して か
ら加え る｡ )]
ア ミ ノ 酸の分離に は溶離液Aを用 い ､ 流速o.4 mi/min､ カ ラ ム 温度30℃の分離免件で30
分間行 っ た ｡ カ ラ ム の 再生 に は溶離液Bを7分間､ 平衡化 に は溶髄液Aを37分間､ 各々
0.4ml/ minの 流速で行 っ た｡ 反応液 はo.5ml/ minの 流速で送液した[76]0
2 3. シ ス テ イ ン ､ グル タ チ オ ン含量 の測定
新し い Al寒天培地 に継代後､ 約4週間培養した形質転換タ バ コ の葉 を液体窒素を伺 い
て粉砕し､ 2倍量(Ⅴ/w)の 抽出バ ッ フ ァ ー (4pM N- ア セ テ ル シ ス テ イ ン ､ 0.1 N HCl)を用
い て 抽 出 を 行 っ た ｡ 2 0トLl 抽 出 液 に 2LLl lOOm M m o n obr om obim an e､ 10u1 1M
N -ethylm orpholine､ 40pl抽出 バ ッ フ ァ ー を加え ､ 37℃ ､ 20分間 ､ 暗所で反応さ せ た. 8トLl
酢酸 で反応を停止させ た後､ H P L Cを用 い て 測定した｡ fIP L C分析 は逆相 カ ラ ム (In artsil
O D S80- A､ 4･9Ⅹ150rr -G L Scie n c e sln c･) を使用し､ 12･5% メ タ ノ ー ル ､ P.25% 酢酸 ､
pH 3.9(NaO H)の 移動相で行 っ た ｡ 蛍光光度計を用 い て ､ 励起波長(390n m)､ 蛍光波長
(48 2n m) により測定した【7 7]｡
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